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RESUME 
 
 L’objectif des travaux est de comprendre et quantifier comment gérer l’activité 
cellulaire de la levure Saccharomyces cerevisiae afin d’intensifier les productions 
microbiennes (spécifiquement la production d’éthanol biocarburant) dans un Bioréacteur 
Biétagé avec Recyclage cellulaire (BBRC) en mode continu. En effet, les performances 
globales du procédé sont directement affectées par le maintien de l’activité cellulaire et notre 
étude cible la quantification du comportement de la levure en fonction de son état 
physiologique et lorsqu’elle est soumise à des changements d’environnement caractérisés par 
différents concentrations en éthanol (plus ou moins permissives vis-à-vis du métabolisme 
microbien).  
Les travaux expérimentaux sont divisés en deux parties : des expériences en mode 
discontinu et discontinu alimenté, appelées « ex-situ » où sont analysées les réponses 
dynamiques des cellules (mode et intensité) par l’intégration des donnés macrocinétiques et 
microscopiques dans des conditions de culture parfaitement contrôlées et maîtrisées 
découplant le rôle de l’état physiologique initial des levures sur leurs performances futures et 
celui de l’éthanol, connu pour son caractère inhibiteur. Sur la base de ces résultats, un modèle 
mathématique dynamique est proposé et validé sur des expériences indépendantes pour 
décrire la réponse dynamique du microorganisme en termes des vitesses spécifiques de 
croissance et de production d’éthanol lors de changement de conditions environnementales. 
Cette étude montre que l’activité de la levure est certes dépendante du degré d’inhibition dû à 
l’éthanol dans le milieu de culture mais quantifie de manière plus innovante l’impact de la 
« mémoire » de la levure et le rôle de l’état physiologique des cellules pour atteindre des 
performances optimales. Ces paramètres définiront les temps d’adaptation nécessaires pour la 
reprise et/ou le maintien des activités catalytiques ou de la viabilité cellulaire. 
La deuxième partie est l’application en BBRC des conditions opératoires et 
environnementales optimales dégagées des résultats « ex-situ » afin d’optimiser le 
fonctionnement du procédé en prenant en compte les temps d’adaptation de la cellule lors des 
recyclages de la biomasse. L’analyse des résultats expérimentaux a permis d’identifier 
d’autres paramètres qui, au-delà de l’éthanol, affecteraient l’activité  cellulaire dans ce 
procédé intensif. Ainsi, les rôles de la pression osmotique et du ratio des temps de séjour 
biomasse dans le premier et le deuxième étage (TB1/TB2) sont de nouvelles pistes 
d’investigation pour une meilleure maîtrise de ce bioréacteur innovant visant à atteindre de 
hautes productions et productivités par voie microbienne.  
 
Mots-Clés : Fermentation - Saccharomyces cerevisiae – Réponses dynamiques - Ethanol 
– Tolérance à l’éthanol – Etat Physiologique – Viabilité / Activité cellulaire – Pression 
osmotique  
  - 8 -   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  - 9 -   
Publications et communications 
 
Publication 
 
- Dynamic microbial response under ethanol stress to monitor Saccharomyces cerevisiae 
activity according to initial biomass physiological states. Y. Sanchez-Gonzalez, X. 
Cameleyre, C. Molina-Jouve, G. Goma & S. Alfenore. Bioprocess and Biosystems 
Engineering. http://dx.doi.org/10.1007/s00449-008-0265-x 
 
 
Communication orale 
 
- IV International Congress & XV National Congress of Biochemical Engineering (2006 ; 
Morelia, Michoacan, Mexique) Yeast activity management for the intensification of the 
ethanol production in a membrane two stages bioreactor. Y. Sanchez-Gonzalez, X. 
Cameleyre, C. Molina-Jouve, G. Goma & S. Alfenore 
 
 
Communication écrite  
 
- IV International Congress & XV National Congress of Biochemical Engineering (4 - 7 avril, 
2006 ; Morelia, Michoacan, Mexique) Yeast activity management for the intensification of 
the ethanol production in a membrane two stages bioreactor. Y. Sanchez-Gonzalez, X. 
Cameleyre, C. Molina-Jouve, G. Goma & S. Alfenore 
 
-15th European Biomass Conference & Exhibition (7-11 mai 2007; Berlín, Allemagne) Yeast 
activity management for the intensification of the ethanol production in a membrane two 
stages bioreactor. Y. Sanchez-Gonzalez, X. Cameleyre, C. Molina-Jouve, G. Goma & S. 
Alfenore 
 
- 12th Internacional Congress on Yeasts (11-15 aôut 2008; Kiev, Ukraine) Analysis of 
viability and dynamic response to intensification of ethanol production in a membrane two 
stages bioreactor. Y. Sanchez-Gonzalez, X. Cameleyre, C. Molina-Jouve, G. Goma & S. 
Alfenore 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  - 10 -   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  - 11 -   
Table de Matières 
I. INTRODUCTION GENERALE....................................................................................... 17 
II. ANALYSE BIBLIOGRAPHIQUE.................................................................................. 23 
II. 1. INTRODUCTION ............................................................................................................. 23 
II. 2. GENERALITES................................................................................................................ 24 
II. 2. 1. La levure et l'éthanol : les modèles d'étude ......................................................... 24 
II. 2. 1. 1. Paroi cellulaire ............................................................................................. 25 
II. 2. 1. 2. Membrane plasmique .................................................................................. 27 
II. 2. 1. 3. Métabolisme ................................................................................................ 28 
II. 2. 1. 3. 1. Métabolisme oxydatif .......................................................................... 29 
II. 2. 1. 3. 2. Métabolisme fermentaire ..................................................................... 30 
II. 2. 1. 3. 3. Métabolisme oxydo-réductif................................................................ 31 
II. 2. 2. Procède de fermentation : pour une mise en œuvre pertinente de l’étude........... 32 
II. 2. 2. 1. Fermentation batch ...................................................................................... 32 
II. 2. 2. 2. Fermentation fed-batch................................................................................ 33 
II. 2. 2. 3. Fermentation en mode continu .................................................................... 33 
II. 2. 2. 4.  Le Bioréacteur à recyclage cellulaire ......................................................... 33 
II. 3.  NOTION DE STRESS CHEZ LES LEVURES ........................................................................ 34 
II. 3. 1. Effet de l’environnement ..................................................................................... 36 
II. 3. 1. 1. Effet de la concentration d’éthanol.............................................................. 37 
II. 3. 1. 2. Effet de la concentration du substrat ........................................................... 38 
II. 3. 1. 3. Effets de la température et du pH ................................................................ 38 
II. 3. 1. 4. Effet de l’oxygène et dioxyde du carbone ................................................... 39 
II. 3. 1. 5. Effet de l’acide acétique .............................................................................. 40 
II. 4. VIABILITE CELLULAIRE........................................................................................ 41 
II. 5. PRESSION OSMOTIQUE .................................................................................................. 44 
II. 5. 1. Détermination expérimentale .............................................................................. 45 
II. 5. 2. Impacts biologiques de la pression osmotique .................................................... 47 
II. 6. CONCLUSION ................................................................................................................ 48 
III. MATERIEL ET METHODES....................................................................................... 53 
III. 1. SOUCHE ....................................................................................................................... 53 
  - 12 -   
III. 2. MILIEUX DE CULTURE .................................................................................................. 53 
III. 2. 1. Milieu de conservation ....................................................................................... 53 
III. 2. 2. Milieu de préculture YEPD................................................................................ 53 
III. 3. BIOREACTEUR ET CONDITIONS DE CULTURE. EXPERIMENTATIONS « EX-SITU ». .......... 53 
III. 3. 1. Milieu de fermentation expériences « ex-situ » Batch / Fed-Batch ................... 54 
III. 3. 2. Préparation de l’inoculum .................................................................................. 54 
III. 3. 3. Mise en œuvre des bioréacteurs ......................................................................... 55 
III. 4. BIOREACTEUR BI-ETAGE A RECYCLAGE CELLULAIRE (BBRC)..................................... 56 
III. 4. 1. Description du pilote .......................................................................................... 56 
III. 4. 2. Milieu de fermentation  Bioréacteur Biétagé à recyclage cellulaire .................. 60 
III. 4. 2. 1. Milieu de fermentation phase de démarrage en mode batch. ..................... 60 
III. 4. 2. 2. Milieu de fermentation apport pour la phase en mode continu.................. 60 
III. 4. 3. Préparation de l'inoculum................................................................................... 61 
III. 4. 4. Mise en œuvre du BBRC ................................................................................... 61 
III. 4. 5. Procédure de démarrage du pilote Biétagé à recyclage cellulaire...................... 61 
III. 5. METHODES ANALYTIQUES ........................................................................................... 62 
III. 5. 1. Caractérisation de la biomasse ........................................................................... 62 
III. 5. 1. 1. Mesure de la densité optique DO ............................................................... 62 
III. 5. 1. 2. Détermination de la matière sèche ............................................................. 62 
III. 5. 1. 3. Détermination du nombre de cellules et de la viabilité .............................. 63 
III. 5. 1. 4. Etalements sur milieu solide ...................................................................... 64 
III. 5. 2. Dosage du glucose extracellulaire...................................................................... 65 
III. 5. 2. 1. Méthode enzymatique par l’Y.S.I. ............................................................. 65 
III. 5. 2. 2.  Analyse par chromatographie liquide. Dosage du substrat et autres  
métabolites. .................................................................................................................. 66 
III. 5. 3. Caractérisation de la pression osmotique ........................................................... 67 
III. 5. 4. Analyse des gaz .................................................................................................. 67 
III. 6. TRAITEMENT DES RESULTATS ...................................................................................... 71 
III. 6. 1. Temps de séjour ................................................................................................. 73 
III. 6. 2. Bilans de matière ................................................................................................ 74 
III. 6. 3. Productivités et rendements en éthanol .............................................................. 75 
III. 6. 4. Expression des vitesses spécifiques ................................................................... 76 
IV. RESULTATS ET DISCUSSION.................................................................................... 81 
  - 13 -   
IV. 1. PROBLEMATIQUE ET CONTEXTE DE L’ETUDE ............................................................... 82 
IV. 2. Résultats « ex-situ » ............................................................................................... 85 
IV. 2. 1. Mode Opératoire ............................................................................................ 85 
IV. 2. 2. Quantifications macroscopiques : Cinétiques de culture. .............................. 87 
IV. 2. 2. 1. Résultats «ex-situ» Série A. ................................................................... 87 
IV. 2. 2. 2. Résultats «ex-situ» Série B. ................................................................... 91 
IV. 2. 2. 3. Résultats «ex-situ» Série C. ................................................................... 97 
IV. 2. 3. Quantifications microscopiques : Viabilité cellulaire. ................................. 101 
IV. 2. 3. 1. Résultats «ex-situ» Série A. ................................................................. 102 
IV. 2. 3. 2. Résultats «ex-situ» Série B. ................................................................. 105 
IV. 2. 3. 3. Résultats «ex-situ» Série C. ................................................................. 107 
IV. 2. 4. Tolérance à l’éthanol.................................................................................... 110 
IV. 2. 4. 1. Viabilité cellulaire................................................................................ 111 
IV. 2. 4. 2. Analyses  Macrocinétiques .................................................................. 113 
IV. 2. 4. 2. 1. Vitesses spécifiques de croissance ............................................... 113 
IV. 2. 4. 2. 1. Vitesses spécifiques de production .............................................. 117 
IV. 6.  Conclusion .......................................................................................................... 121 
IV. 7. ETABLISSEMENT DU MODELE..................................................................................... 122 
IV. 7. 1. Validation du modèle ................................................................................... 124 
IV. 7. 1. 1. Série (D) ............................................................................................... 124 
IV. 7. 1. 1. 1. Quantifications macroscopiques : Cinétiques de culture. ............ 124 
IV. 7. 1. 1. 2. Quantifications microscopiques : Viabilité cellulaire. ................. 128 
IV. 7. 1. 2. Série (E) ............................................................................................... 130 
IV. 7. 1. 2. 1. Quantifications macroscopiques : Cinétiques de culture. ............ 130 
IV. 7. 1. 2. 2. Quantifications microscopiques : Viabilité cellulaire .................. 134 
IV. 7. 1. 3. Quantifications macroscopiques : Vitesses spécifiques. ...................... 136 
IV. 7. 1. 3. 1. Vitesse spécifique viable de croissance (µv) ................................ 136 
IV. 7. 1. 3. 2. Vitesse spécifique viable de production d’éthanol (vpv).............. 138 
IV. 8. CONCLUSION ............................................................................................................. 142 
RESULTATS EXPERIMENTAUX DU BIOREACTEUR BIETAGE A RECYCLAGE 
CELLULAIRE (BBRC)....................................................................................................... 143 
V. 1. INTRODUCTION ........................................................................................................... 145 
V. 2. RESULTATS EXPERIMENTAUX : ANALYSES MACROCINETIQUES .................................. 146 
  - 14 -   
V. 3. RESULTATS EXPERIMENTAUX BBRC : PRESSION OSMOTIQUE .................................... 155 
V.4. CONCLUSION ............................................................................................................... 161 
VI.  CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES...................................................................... 165 
VII. REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES................................................................... 171 
TABLE DE FIGURES ......................................................................................................... 201 
TABLEAUX.......................................................................................................................... 209 
NOMENCLATURE ............................................................................................................. 213 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  - 15 -   
 
 
 
 
 
 
 
V{tÑ|àÜx D 
\ÇàÜÉwâvà|ÉÇ Z°Ç°ÜtÄx 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  - 16 -   
 
 
 
Chapitre I. Introduction Générale 
 - 17 -   
I. INTRODUCTION GENERALE 
 Actuellement la recherche des ressources renouvelables de combustibles représentent 
un intérêt de plus en plus grandissant à mesure que s’épuisent les ressources fossiles (Albes da 
Silva et al. 2005 ; Brandberg et al. 2007 ; Demirbas, 2007 ; Lipinsky, 1981 a, b ; Reith et al. 
2001 ; Roher, 2001 ; Simmonds et Orth, 1973). Au cours de la dernière décade, plus de la 
moitie du pétrole mondial a été consommé entraînant risques de pénuries et hausses des prix 
(Giampietro et Pimental, 1990).  
 Le bioéthanol est identifié aujourd’hui comme une des alternatives en matière de 
biocarburants pour ses propriétés physico-chimiques compatibles avec l’essence ; dans le 
protocole de Kyoto (2003), une incorporation minimale de biocarburants de 5.75% a été 
décidée pour l’horizon 2010. Dans un souci de respect de l’environnement et de réduction des 
émissions de gaz à effet de serre, les voies microbiennes peuvent être des alternatives 
intéressantes aux voies chimiques classiques en utilisant des microorganismes pour assurer la 
transformation de ressources végétales plus ou moins prétraitées.  
 Tous les sucres fermentescibles (glucose, saccharose, etc.) peuvent être transformés en 
bioéthanol par fermentation, deux voies principales de production du bioéthanol par voie 
biologique ont été identifiées, soit à partir de biomasse sucrée ou amylacée, soit à partir de 
biomasse lignocellulosique. L’éthanol peut être obtenu par fermentation de sucres simples 
(essentiellement glucose) présents dans des plantes à jus sucré (canne à sucre, betterave 
sucrière, etc.), dans des plantes amylacées (maïs, pomme de terre, manioc, etc.) ou dans des 
matières lignocellulosiques (herbe, résidus agro-forestiers, bois, etc.). Contrairement aux jus 
sucrés, l’amidon des biomasses amylacées et la cellulose et l’hémicellulose des biomasses 
lignocellulosiques doivent être hydrolysés pour être transformés en glucose. Si l’hydrolyse de 
l’amidon est relativement bien maîtrisée ce n’est pas le cas des pré-traitements hydrolytiques 
(notamment enzymatique) des matières lignocellulosiques. L’intérêt de cette dernière filière 
est l’abondance et la diversité des ressources lignocellulosiques et la possibilité d’éviter la 
concurrence entre les usages alimentaires et énergétiques de la biomasse (Zaldivar et al. 
2001). En règle générale, la production d’éthanol carburant comporte quatre étapes 
principales : (1) le traitement de la charge d’alimentation pour constituer une solution de 
sucres fermentescibles; (2) la conversion biologique des sucres en éthanol et en CO2 par des 
levures ou des bactéries ; (3) la distillation de l’éthanol provenant du moût de fermentation ; 
(4) la déshydratation de l’éthanol pour atteindre la pureté souhaitée (Alan et al. 1999 ; Antoni 
et al. 2007 ; Bayrock et Ingledew, 2001 ; Cardona et Sanchez, 2007). 
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 Un des freins actuels à la production intensive d’éthanol par voie biologique – pour 
répondre aux exigences imposées par l’Europe – est la faible productivité des procédés 
industriels actuels (2 à 4 kg.m-3.h-1). En vue de répondre aux objectifs de substitution fixés, il 
est nécessaire d’intensifier ces productions par voie microbienne. Le modèle d’étude choisi au 
laboratoire est donc la production d’éthanol par la levure Saccharomyces cerevisiae. Outre le 
contexte socio-économique, ce choix est motivé par la somme de données scientifiques 
disponibles sur ce microorganisme permettant une analyse intégrée des phénomènes à 
différents niveaux d’observation. D’un point de vue biologique, l’éthanol est connu pour être 
inhibiteur du métabolisme de la levure et à fortes concentrations, il induit même la mort du 
microorganisme. Il convient donc de développer de nouvelles connaissances couplant 
approche biologique et approche procédés pour converger vers un bioprocédé permettant 
d’intensifier les productions par voie microbienne.  
 Ainsi, sur la base des connaissances fortes de l’équipe de Génie Microbiologie du 
Laboratoire d’Ingénierie de Systèmes Biologiques et des Procédés (LISBP) depuis plus de 20 
ans, une configuration innovante de bioprocédé a été développé : le bioréacteur bi-étage à 
recyclage cellulaire (BBRC). Ce pilote de 6ème génération a permis de démontrer qu’il était 
possible d’atteindre de hautes productivités (41 kg.m-3.h-1 à un titre en éthanol de 8°GL - 
compatible avec les titres obtenus industriellement - à substrat résiduel nul). Un des points 
négatifs est la faible viabilité cellulaire associée à cette performance : seulement 42% des 
cellules étaient viables, ce qui laisse présager de performances supérieures si la viabilité 
cellulaire approche 100%. 
 Ainsi, l’objectif des travaux expérimentaux développés et décrits dans ce document 
concerne la gestion de l’activité dans un bioréacteur biétagé à recyclage cellulaire, en 
analysant le comportement dynamique de la levure lors de changements d’environnement 
(différentes concentrations initiales en éthanol) et en étudiant l’influence de l’état 
physiologique des cellules sur les performances futures de la population microbienne en 
condition de culture. 
 Le premier chapitre présente une analyse bibliographique associée aux problématiques 
de l’étude. Une première section est dédiée aux généralités sur la levure Saccharomyces 
cerevisiae en décrivant sa composition et son métabolisme ; les différents modes de conduite 
des procédés sont brièvement rappelés en argumentant de la pertinence de l’utilisation du 
bioprocédé biétagé avec recyclage cellulaire. Dans un autre paragraphe, les conditions 
environnementales pouvant causer « des stress » chez la levure sont discutés en analysant 
l’influence des hautes concentrations en éthanol, l’influence de l’état physiologique, l’impact 
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du taux de substrat, du pH, de la température, de l’oxygène, du dioxyde de carbone et de 
l’acide acétique sur le comportement du microorganisme. La définition de la viabilité, ses 
méthodes de mesure et son enjeu vis-à-vis des conditions stressantes sont détaillés. 
Finalement, un point particulier est fait sur la pression osmotique au travers de sa définition, 
les différentes méthodes de mesure existantes et l’application potentielle à notre contexte 
d’étude. 
 Après le chapitre des matériels et méthodes (Chapitre III) utilisés au cours de ce 
travail, les résultats sont présentés en deux parties : 
 La première partie des résultats (Chapitre IV) s’intéresse aux expériences menées en 
mode discontinu ou discontinu alimenté, nommées « ex-situ » afin de quantifier les modes de 
réponse de la levure lorsqu’elle est soumise à des changements d’environnement. Les 
analyses des résultats expérimentaux sont présentés d’un point de vue macrocinétique 
(vitesses spécifiques de croissance, de production d’éthanol, rendements, productivité, …) et 
microscopique (viabilité cellulaire) ainsi que physico-chimique (pression osmotique). Ces 
résultats ont permis d’établir et de valider un modèle dynamique de réponse traduisant 
l’évolution des vitesses spécifiques viables de croissance (µv) et de production d’éthanol (vpv) 
lorsque la levure change de conditions d’environnement et de définir des temps d’adaptation 
de la cellule pour une reprise et/ou un maintien de son activité catalytique en fonction de son 
état physiologique initial et des nouvelles conditions d’environnement qui lui sont imposées.  
 Les résultats de ces expériences « ex-situ » ont permis de dégager des conditions 
opératoires compatibles avec une maîtrise de l’activité biologique, conditions appliquées et 
mises en œuvre lors des expériences réalisées en bioréacteur biétagé à recyclage cellulaire 
(Chapitre V). Les performances obtenues sont discutés et comparés à celles obtenues 
précédemment (« ex-situ ») en analysant l’influence de la concentration en éthanol, de l’acide 
acétique et de la pression osmotique sur le comportement de la viabilité cellulaire. L’effet du 
ratio des temps de séjour biomasse dans le premier et le deuxième étage (TB1/TB2) sur la 
fraction de cellules « non adaptées » a pu être conforté sur la base du modèle établi par Ben 
Chaabane (2006). 
 Les conclusions et perspectives sont présentées dans le chapitre VI. Cette dernière 
partie dégage des éléments permettant de quantifier (1) l’adaptation de la levure lorsqu’elle 
change d’environnement afin d’optimiser la gestion de l’activité du microorganisme, (2) 
l’effet synergique des composés « stressants » présents dans le milieu de culture et (3) leurs 
actions affectant les modes et les intensités des réponses de la levure.  
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II. ANALYSE BIBLIOGRAPHIQUE 
II. 1. Introduction 
 
L’objectif de ce projet est de comprendre le comportement de la levure en condition de 
production intensive d’éthanol, d’identifier la réponse biologique à cet environnement et 
d’élucider les phénomènes qui conditionnent la tolérance de la levure à l’éthanol.  
Afin de rendre compte des principales avancées scientifiques dans le domaine et de 
clairement positionner les enjeux de notre projet, la synthèse bibliographique établit, dans un 
premier temps, l’état des connaissances sur la physiologie de la levure en termes de 
métabolisme et composition. A partir de la description des technologies de fermentation en 
fonction de leur mode de conduite (discontinu, discontinu alimenté, continu, à recyclage 
cellulaire) ; la configuration du bioréacteur bi-étagé à recyclage cellulaire, outil pour cette 
étude, sera présentée et ses avantages argumentés. La synthèse focalise alors sur le projet avec 
l’analyse des travaux relatifs au comportement de la levure Saccharomyces cerevisiae en 
fonction des différentes conditions environnementales qui peuvent être causees par un stress 
(concentration en éthanol, en acide acétique ; un excès ou limitation du substrat ; des 
variations de température, de pH, de l’oxygène, du dioxyde de carbone ou de la pression 
osmotique). Les principaux effets sur les performances de la levure reportés dans les travaux 
antérieurs sont particulièrement analysés, en termes de croissance cellulaire, capacité 
fermentaire, viabilité et accumulation de composés intracellulaires. 
 
Une attention particulière est portée aux travaux antérieurs relatifs à  
1. la définition de la viabilité et de l’activité cellulaire, les techniques pour leur 
détermination et les facteurs influant leur comportement, en décrivant l’hétérogénéité d’états 
physiologiques qui peuvent être présents dans un milieu de culture (cellules viables, actives, 
mortes, …). 
 2. les définitions de la pression osmotique, les techniques dédiées à la mesure, les 
modèles, ainsi que l’influence de la pression osmotique sur le comportement dynamique de la 
viabilité chez la levure qui sont décrits et discutés. 
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II. 2. Généralités 
II. 2. 1. La levure et l'éthanol : les modèles d'étude 
  
L'éthanol, produit par voie microbienne à partir de substrats d'origine agricole non 
alimentaire, est devenu une alternative aux carburants d’origine fossile et il est utilisé 
actuellement en mélange aux produits pétroliers dans plusieurs pays. Au sein de l'Union 
européenne, les normes sur la spécification de l'essence autorisent une adjonction d'éthanol 
jusqu’à 5,75 %. Le bioéthanol revêt des enjeux majeurs environnementaux et économiques. 
Son utilisation contribue à réduire les émissions de gaz à effet de serre et à accroître 
l'indépendance énergétique de l’Europe.  
 Les microorganismes les mieux adaptés à la production d’éthanol à partir de sucres 
fermentescibles sont les levures du genre Saccharomyces (Brandberg et al. 2007 ; Laluce et 
al. 2002 ; Olofsson et al. 2008 ; Sanchez et Cardona, 2007 ; van Dijken et al. 1993) et 
Kluyveromyces (Limtong et al. 2007) et la bactérie Zymomonas mobilis (Sadae et Batista, 
2003 ; Bai et al. 2008 ; Patle et Lal, 2008). Les levures sont des microorganismes 
unicellulaires qui ont une forme ovale ou sphérique et leur morphologie peut varier selon les 
conditions d’environnement ou leur état physiologique ; lorsqu’elles se trouvent dans des 
conditions favorables (milieu du culture, température, pH, aération, etc.) elles peuvent se 
diviser activement par bourgeonnement (Boze et al. 1993). La taille d’une levure peut varier 
entre 1 et 5 µm en largeur et 1 à 9 µm en longueur. 
 La levure Saccharomyces cerevisiae est l’organisme eucaryote le plus connu car elle 
est utilisée depuis longtemps comme modèle en tant qu’outil de recherche fondamentale et 
appliquée. Elle appartient à la famille des ascomycètes ; elle n’est pas pathogène pour 
l’homme (Watson et al. 1987). La composition biochimique d’une levure se caractérise par 
quatre principales familles de macromolécules : protéines, lipides,  hydrates de carbone et 
acides nucléiques (Rose et Harrison, 1971). 
 Plus de 95% de la production mondiale d’éthanol par fermentation utilise la levure 
Saccharomyces cerevisiae et ses espèces relatives. Pour produire efficacement l’éthanol, la 
levure doit posséder un nombre important de « propriétés » : tolérance à  l’éthanol et à des 
températures élevées, capacité fermentaire élevée (faible production de co-produits), capacité 
d’assimilation de différents substrats, propriétés de floculation et/ou de sédimentation, 
osmotolérance, stabilité génétique (Slapack et al. 1987 ; Russell et al. 1987). 
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 La levure Saccharomyces cerevisiae utilise une source carbonée et d'autres composés 
en plus faibles quantités tels que l’azote, le phosphore, le soufre, certains acides aminés, des 
vitamines et des oligo-éléments indispensables à son métabolisme.  
 Parmi les oligo-éléments, on distinguera trois classes principales : macro-éléments 
(tels que K+, Mg2+, Ca2+, Zn2+ , Fe2+, Fe3+, Mn2+, Cl-) nécessaires dans une gamme de 
concentration de 0,1 à 1mM ; les micro-éléments (tels que Co2+, B2+, Cd2+, Cr+, Cu2+, I- , Mo+, 
Ni2+) nécessaires dans une gamme de concentration de 0,1 à 100µM et les inhibiteurs (tels que 
Ag+, As3-, Hg2+, Li+, Ni2+, Pd, Se2-) qui au dessus d’une gamme de concentration variant de 10 
à 100 µM, affectent la croissance et les capacités fermentaires de la levure (Würmienne et al. 
1984 ; Dombek, 1986 ; Birch et Walker, 2000 ; Ferreira et al. 2004). Parmi les éléments 
majeurs présents dans un milieu de culture, on s’attardera plus spécifiquement sur les rôles de 
l’azote, du soufre et du phosphore.  
L’azote. Les levures contiennent 10% environ (de la masse sèche de la cellule) d’azote ;  il 
doit donc être présent dans le milieu de culture pour être assimilé (Thomas et al. 1992 ; 
Kalmokoff et Ingledew 1985.). En général une quantité importante d’azote extracellulaire est 
apportée sous la forme de sels d’ammonium (phosphate, sulfate, chlorure et nitrate). Les 
travaux effectués par Morris (1958) confirment que l’ajout d’azote est essentiel pour la 
production continue d’éthanol. L’azote sous forme d’ion ammonium est plus facilement 
assimilable (Winter, 1988). 
Le soufre. Il est assimilé généralement sous forme inorganique SO4-2 (Rose, 1980).  
Le phosphore. Le phosphore est assimilé préférentiellement sous forme d’ion monovalent en 
utilisant l’orthophosphate. Il participe au maintien de l’intégrité de la membrane ainsi qu’à la 
synthèse des lipides et des hydrates de carbone (Winter, 1988).  
 
II. 2. 1. 1. Paroi cellulaire 
Les principaux rôles de la paroi cellulaire de Saccharomyces cerevisiae sont de 
maintenir une structure élastique qui assure une protection osmotique et qui constitue une 
barrière physique. La paroi n’est pas une structure statique mais dynamique : sa composition 
est fonction du cycle cellulaire et des conditions environnementales (Martin-Yken et al. 
2002). La couche intérieure de la paroi est en grande partie responsable de sa force mécanique 
et fournit aussi les sites d'attachement pour les protéines qui forment sa couche extérieure 
(Klis, 2002 ; Parrou et al. 1997).  
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La paroi cellulaire représente de 20% à 30% de la masse sèche de la cellule. Il est 
fréquemment admis que la composition et l’architecture de la paroi peuvent varier notamment 
avec l’âge de la cellule et en réponse à des modifications de composition du milieu de culture 
(Rose et Harrison, 1971). La structure de la paroi est constituée de différents composés 
macromoléculaires complexes tels que des polysaccharides (β-glucanes, de mannanes et  
chitine), des protéines et des lipides, assemblés par des liaisons covalentes (Suarit et al. 1988 ; 
Paroou et al. 1997 ; Lipke et Ovalle, 1998).  
Différentes études ont été faites afin de quantifier les composants de la paroi cellulaire 
chez Saccharomyces cerevisiae  (voir tableau II. 1). Les glucanes et les mannoprotéines sont 
présents en quantités quasi égales et sont situés sur toute la surface cellulaire alors que la 
chitine, qui représente de 1 à 3% des polysaccharides pariétaux, se trouve majoritairement au 
niveau des cicatrices de bourgeonnement. La couche externe est constituée de mannoprotéines 
ancrées par des liaisons covalentes aux  glucanes pariétaux (Aguilar Uscanga, 2003). Ces 
mannoprotéines sont responsables des propriétés de surface de la paroi.  Les mannoprotéines 
ne sont pas impliquées dans le maintien de la forme cellulaire ; elles sont liées par des ponts 
di-sulfure, des liaisons hydrogène et des interactions ioniques (Rose et Harrison, 1971). 
  
Tableau II. 1. Composition de la paroi cellulaire chez Saccharomyces cerevisiae.  
Macromolécule Rose et 
Harrison, 
1971 
Cid et 
al. 1995 
Dallies et 
al. 1998 
Lipke et 
Ovalle, 
1998 
Dickinson et 
Schweizer, 
1999 
Klis, 2002 
Mannoproteines 20-25% 40% 40-50% 40% 30% 35-40% 
β1,6-glucanes 5-10% 8-10% 10-12% 10% 5-10% 5-10% 
β1,3-glucanes 50-55% 50% 40-48% 50% 30-35% 50-55% 
Chitine 1-2% 2-5% 2% 1-3% 1-2% 1-2% 
Lipides 2-14% --- --- --- 10% --- 
 
Les β1,3-glucanes sont des polymères linéaires constitués d’environ 1500 résidus de 
glucose, en moyenne, reliés par des liaisons β1,3. Des liaisons covalentes sont également 
formées entre les β1,3-glucanes et la chitine (Suarit  et al. 1988). Les β1,3-glucanes qui 
représentent environ 50% du poids sec de la paroi, ont une conformation hélicoïdale selon 
Krainer et al. (1994).  
Chapitre II. Analyse Bibliographique 
 - 27 -   
Les β1,6-glucanes sont des polymères d’unités D-glucose reliés eux par des liaisons 
β1,6 à un degré de polymérisation de 140 à 350 résidus. Il semble constituer le ciment entre 
les différents composants de la paroi (Kollae et al. 1997). Il sont en effet reliés à la chitine, 
aux β1,3-glucanes et aux mannoprotéines par liaisons covalentes, dont l’exacte nature n’a pas 
encore été complètement caractérisée (Kapteyn et al. 1999). 
La chitine est un polymère linéaire composé de résidus N-acétyl-glucosamine reliés 
par des liaisons β(1,4). Ce composant rigidifie la paroi.  Il joue un rôle majeur lors des 
événements morphologiques du cycle cellulaire et de la formation des cellules en 
bourgeonnement (Cid et al. 1995). Les chaînes de chitine sont associées de façon antiparallèle 
par des ponts hydrogènes pour former des microfibrilles (Minke et Blackwell, 1978). 
Selon les auteurs, on peut noter des différences au niveau de la quantité de 
mannoprotéines et de β1,3-glucanes dans la paroi. Les auteurs s’accordent par ailleurs 
concernant la proportion de β1,6-glucanes (5 à 10% de la paroi), de chitine (2% environ). Des 
données semblent manquer concernant les lipides pariétaux et/ou membranaires. 
 
II. 2. 1. 2. Membrane plasmique 
La membrane cellulaire est formée d’une double couche de lipides contenant un 
mélange de lipides polaires et de protéines qui, par leurs interactions, assurent la structure de 
la membrane. La membrane cellulaire contient notamment des protéines impliquées dans le 
transport des solutés, la traduction du signal, l’ancrage du cytosquelette et dans la synthèse de 
composants extérieurs de la membrane. Les lipides de la membrane cellulaire sont 
asymétriquement disposés au travers de la double couche. Le feuillet intérieur de la 
membrane cellulaire de Saccharomyces cerevisiae est enrichi en phosphatidylethanolamine 
(PE), phosphatidylinositol (PI) et phosphatidylserine (PS). Les lipides de la membrane 
cellulaire sont très diversifiés tant par la taille que par leur nature. Les principales classes de 
lipides sont les glycerophospholipides, les sphingolipides et  les stérols (Van der Rest et al. 
1995 ; Cot, 2007). 
La plupart des travaux traitant des lipides chez Saccharomyces cerevisiae ne 
considèrent pas séparément la composition des différentes fractions des composés 
membranaires (Rose et Harrison, 1971). Seulement quelques travaux décrivent 
spécifiquement la composition des fractions lipidiques (Patton et al. 1991). Une des 
limitations à ces études est le manque d'uniformité : en effet, les conditions expérimentales 
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(choix d'organisme modèle,  conditions de croissance,  procédures d'extraction des lipides, 
etc.), rendent difficiles la comparaison des résultats obtenus entre les études. 
La composition lipidique de la membrane cellulaire est complexe et étroitement 
régulée, suggérant un rôle précis des lipides dans l'activité des protéines  membranaires. Les 
lipides annulaires, qui sont en contact direct avec les protéines, semblent servir à stabiliser les 
protéines dans une conformation fonctionnelle (Van der Rest et al. 1995). 
La plupart des travaux de recherche se sont concentrés sur les changements de la 
composition lipidique de la membrane et les effets protecteurs de certains composés vis-à-vis 
du stress éthanol. D’autres données suggèrent que la composition lipidique pourrait avoir un 
rôle important dans la  tolérance aux stress en général et que les niveaux de résistance sont 
probablement régis par des proportions différentes des composés lipidiques plutôt que par une 
corrélation simple et linéaire entre la quantité de lipides spécifiques et la tolérance au stress 
(Prashant et al. 1989 ; Sajbidor et al. 1995 ; Swan et Watson, 1999). 
Il a été montré que des cellules enrichies en acides gras polyinsaturés possèdent une 
plus grande tolérance à l'éthanol, que des cellules enrichies avec des acides gras 
monoinsaturés (Watson et Rose, 1980). Selon Rozes et al. (1992), l'éthanol induit la synthèse 
d'ergostérol avec une augmentation préférentielle de la proportion d’acides gras insaturés, 
particulièrement en palmitoleate et en oleate, par rapport à leurs homologues saturés (le 
palmitate et le stéarate). Alexandre et al. (1994) ont suggéré que ces augmentations des 
proportions d’ergostérol et des niveaux d’acides gras insaturés seraient impliquées dans la 
tolérance à l’éthanol. Chi et Arneborg (1999) ont montré qu’une souche S. cerevisiae est  plus 
tolérante à l’éthanol lorsque le ratio ergostérol/phospholipides est élevé.  
Mais les avis divergent en 1999 avec les travaux de Swan et Watson: selon leurs 
travaux, il n'y a aucun rapport évident entre la composition des  acides gras et la tolérance au 
stress ; ils ont rapporté qu’un enrichissement des membranes en acide oléique (18:1) aboutit à 
une résistance au stress plus importante qu’avec un enrichissement en acide linoléique (18:2).  
 
II. 2. 1. 3. Métabolisme 
 La physiologie de la levure est caractérisée par son comportement métabolique (Rose, 
1980). Les conditions environnementales et la nature de la source carbonée orientent le 
métabolisme de la levure qui peut être : soit purement oxydatif, soit oxydo-réductif soit 
fermentaire.  
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II. 2. 1. 3. 1. Métabolisme oxydatif 
  
 Il se caractérise par une oxydation complète du glucose via les voies métaboliques de 
la glycolyse, du cycle de Krebs (figure II. 1) et de la phosphorylation oxydative pour la 
production exclusive de biomasse (X) et dioxyde de carbone. Un tel métabolisme nécessite 
des conditions de mise en œuvre particulières : présence d’oxygène et concentration en 
limitation de substrat (150 mg/L environ) afin d’éviter un changement métabolique vers la 
production d’éthanol et autres co-métabolites (effet Crabtree). Les différentes enzymes qui 
catalysent les réactions du cycle de Krebs sont localisées chez la levure Saccharomyces 
cerevisiae. Le bilan énergétique théorique maximal de cette voie métabolique est décrit par 
l’équation suivante : 
 
C6H12O6 + 6 O2 + 36Pi + 36 ADP   →   X + 6 CO2  + 6 H2O + 36 ATP           (II.1) 
 
Le rendement de conversion du glucose en biomasse en métabolisme oxydatif dépend 
de la souche. Le rendement théorique limite est YX/S = 0,5 g/g (Postma et al. 1989). Le cycle 
de Krebs permet la production de co-enzymes réduits NADH et FADH2 et aussi la synthèse 
des nombreux précurseurs nécessaires à la formation des principales macromolécules (Rose et 
Harrison, 1971 ; van Dijken et Scheffers, 1986). La phosphorylation oxydative permet la 
régénération des co-enzymes réduits NADH et FADH2 produits lors de la glycolyse. Les 
électrons libérés sont transférés à l’oxygène moléculaire pour former une molécule d’eau. Les 
protons exportés permettent de maintenir le potentiel transmembranaire entre l’espace 
intermembranaire et la matrice de la mitochondrie.   
De cette manière, l’entrée des protons à l’intérieur de la mitochondrie permet la 
synthèse d’ATP à partir d’ADP et de phosphate inorganique grâce aux l’ATPases 
membranaires. L’efficacité de la chaîne respiratoire est illustrée par le rapport du nombre de 
moles d’ATP formées par atome d’oxygène consommé, représenté par P/O, qui peut varier 
selon la souche considérée. La valeur du rapport P/O est fréquemment sujet à polémique ;  
pour Saccharomyces cerevisiae, un nombre inférieur à 2 est souvent rapporté (Bruinenberg et 
al. 1985). D’autres études réalisés avec la levure Saccharomyces cerevisiae cultivée sur 
différents substrats en culture aérobie ont montré que la valeur moyenne de la relation P/O 
peut varier entre 1,2 et 1,3 (Nielsen et Villadsen, 2003). 
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Figure II. 1. Schéma de la glycolyse et du cycle de Krebbs. Où HxK : hexokinase ; PFK : Phosphofructokinase ; 
FbiP : fructose bi-phosphatase ; PK : Pyruvate kinase ; PDH : pyruvate dehydrogénase ; PDC : pyruvate 
decarboxylase ; ADH : alcool deshydrogénase ; AcDH : acetaldehyde deshydrogénase ; ACS : acetyl-CoA 
synthase (Poilpré, 2002). 
 
II. 2. 1. 3. 2. Métabolisme fermentaire  
 
 Le plus généralement, ce métabolisme est décrit comme l’ensemble des réactions qui 
se réalisent en l’absence d’oxygène comme accepteur final d’électrons. Cette fonction est 
alors assurée par des molécules organiques. La cellule utilise d’abord le NAD+ comme 
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accepteur intermédiaire d’électrons qui est reduit en NADH. La réduction finale de 
l’acétaldéhyde en éthanol et en dioxyde de carbone permet ainsi de maintenir l’équilibre de la 
balance redox en réoxydant les NADH produits au cours de la glycolyse (figure II. 1) qui est 
la voie principale de dégradation du sucre en pyruvate. Le bilan énergétique de la 
transformation du glucose en éthanol est décrit par : 
 
C6H12O6 + 2Pi + 2 ADP   →   2 C2H6O + 2 CO2 + 2 ATP                                    (II. 2) 
 
Le rendement théorique limite (YP/S) de conversion de glucose en éthanol est de 0,511 
gramme d’éthanol par gramme de glucose. Ce rendement ne tient pas compte du fait qu’une 
partie du glucose est transformée en biomasse (moins de 0,1 g/g environ) et en co-produits. 
Ainsi le rendement réel correspond à 80 - 90 % du rendement théorique limite, les rendements 
obtenus expérimentalement sont en général moins élevés de l’ordre de 0,4 g/g (Käpelli, 1986 ; 
Lebeau et al. 1998 ; Alfenore et al. 2004 ; Alfenore & Bideaux et al. 2006 ; Minteer, 2006 ; 
Jeihanipour & Taherzadeh, 2009). 
 
II. 2. 1. 3. 3. Métabolisme oxydo-réductif 
 Chez certains genres microbiens, comme Saccharomyces cerevisiae, un excès de 
glucose en aérobiose fait basculer le métabolisme oxydatif vers un métabolisme oxydo-
réductif, condition communément appelée effet Crabtree ; Saccharomyces cerevisiae étant 
sensible au glucose, cette levure est définie comme une levure crabtree positive. Les cultures 
aérobies en mode continu (chémostat) sont le meilleur moyen de mettre en évidence ce 
changement de métabolisme en contrôlant le taux de croissance (µ) par le flux de sucre. En 
réalisant des cultures oxydatives en limitation de glucose, la levure peut se comporter de deux 
manières différents : pour des taux de croissance inférieurs à un taux de croissance critique (µ 
< µcrit), la levure présente un métabolisme purement oxydatif ; pour des taux de croissance 
supérieurs à ce taux de croissance critique (µ > µcrit) le métabolisme devient oxydo-réductif , 
une production d’éthanol et une chute du rendement de production de biomasse, cette 
transition correspond à l’effet Crabtree. 
 Une autre interprétation du shift métabolique chez la levure (oxydatif/oxydo-réductif) 
est basée sur le phénomène d’overflow du carbone au niveau des nœuds pyruvate et 
acétaldéhyde (voir figure II. 2). Au niveau du noeud pyruvate, la pyruvate déshydrogénase a 
une affinité plus forte pour le pyruvate que la pyruvate décarboxylase, mais sa vitesse 
maximale est plus faible. Aux faibles flux glycolytiques, le pyruvate est converti via le 
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pyruvate déshydrogénase vers le cycle de Krebs. Quand le flux glycolytique dépasse une 
valeur critique, l’enzyme pyruvate déshydrogénase est saturée et de l’acétaldéhyde est formé. 
Il en est de même au niveau du nœud acétaldéhyde. Celui-ci est préférentiellement converti en 
acide acétique mais lorsque l’acétaldéhyde déshydrogénase est saturée, l’acétaldéhyde serait 
transformé en éthanol (Lei et al. 2001). 
 
 
 
 
 
 
 
Figure II. 2. Nœud métabolique du pyruvate et de l'acétaldéhyde. 
 
II. 2. 2. Procède de fermentation : pour une mise en œuvre pertinente de 
l’étude 
La fermentation alcoolique est un procédé largement répandu dans notre société avec 
un ancrage dans l'histoire de notre civilisation dès 10 000 ans avant Jésus (Ward, 1989) avec 
notamment la fabrication du vin. La production de l’éthanol a fait l'objet de très nombreux 
travaux académiques et industriels afin d'améliorer les performances des procédés de 
production. Il existent plusieurs modes de conduite des réacteurs (continu ou discontinu) pour 
différentes configurations (mono-étagé, bi-étagé,  multi-étagé, à recyclage membranaire, etc.). 
Le choix du mode de conduite et de la configuration du bioréacteur sont primordiaux et 
doivent être déduites du métabolisme du micro-organisme afin d'optimiser ses capacités de 
production (Perlot, 1987).       
 
II. 2. 2. 1. Fermentation batch 
La culture en mode batch permet de considérer le réacteur comme un système fermé 
contenant une quantité fixée de milieu de culture; on inocule avec des microorganismes ayant 
éventuellement subi plusieurs phases d’adaptation. La culture en mode batch est caractérisée 
par une productivité faible, limitée par les concentrations en biomasse liée à la concentration 
maximale admissible en substrat évitant toute inhibition des capacités fermentaires du 
microorganisme. 
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II. 2. 2. 2. Fermentation fed-batch 
Le terme de culture fed-batch a été introduit dans la communauté scientifique par 
Yoshida et al. (1973). On peut décrire les cultures en mode fed-batch comme des cultures 
alimentées  de façon séquentielle ou continue, éléments nutritifs et substrats. La conduite en 
mode fed-batch permet d’atteindre de plus hautes concentrations en biomasse et produits que 
le mode batch en évitant l’inhibition par la concentration en substrat et la limitation en 
éléments nutritifs et en réduisant les effets toxiques des produits par dilution lors des apports 
(Roukas, 1994 ; Ward, 1989).   
 
II. 2. 2. 3. Fermentation en mode continu 
Le réacteur en mode continu est un système ouvert, dans lequel le milieu de culture est 
continûment additionné et le milieu de fermentation qui contient les métabolites produits, est 
continûment extrait,  avec un volume réactionnel constant  (Ward, 1989). La fermentation en 
mode continu peut combiner une cuve et un système de recyclage cellulaire ;  dans ce cas, une 
fraction de la biomasse cellulaire est recyclée dans la cuve (Lee et Chang, 1987 ; Nishiwaki et 
Dunn, 1999 ; Warren et al. 1994).  La fermentation en mode continu permet l’obtention de 
productivité élevée (Vasconcelos et al. 2004), facilite le contrôle du procédé et la maîtrise des 
rendements. Les inconvénients de ce mode de conduite est la limitation du taux de dilution 
afin d’éviter le lavage du réacteur ainsi que l’inhibition du métabolisme (croissance et 
production) par les produits de la réaction biochimique et la perte de viabilité. En ce sens, 
plusieurs techniques ont été couplées telles que l’évaporation, l’extraction avec des solvants et 
filtration membranaire (Kargupta  et al. 1998) comme cela est développé dans le paragraphe 
suivant. 
II. 2. 2. 4.  Le Bioréacteur à recyclage cellulaire 
Les réacteurs continus à recyclage cellulaire sont les mieux adaptés pour combiner 
l’obtention des hautes concentrations en biomasse, le découplage entre le temps de séjour de 
la biomasse et du liquide pour la maîtrise de l’environnement et le soutirage des produits, 
éventuels composés inhibiteurs du métabolisme. Les bioréacteurs bi-étagés présentent 
l’avantage de pouvoir découpler la production de biomasse de celle du produit lorsque le 
modèle biologique le permet (Aldiguier, 2006). Entre tous les systèmes développés pour 
augmenter les performances des procédés biologiques, les bioréacteurs à membrane ont 
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permis l’obtention des meilleurs résultats comparés aux autres procédés de séparation pour  le 
recyclage des cellules (centrifugation, floculation et décantation) (Aldiguier, 2006 ; 
Lafforgue, 1988 ; Escobar et al. 2001 ; Hoffmann et al. 1987 ; Mercier-Bonin et al. 2001 ; 
Nishiwaki et Dunn, 1999).   
Parmi les bioréacteurs utilisant des modules de filtration membranaire, deux types sont 
disponibles : filtration frontale et filtration tangentielle. La limite du procédé provient du 
colmatage des membranes. La filtration frontale conduit à un colmatage plus rapide que la 
filtration tangentielle (Chang et al. 1994). Le module de filtration tangentielle peut être interne 
ou externe au bioréacteur. La filtration tangentielle est la méthode la plus fréquemment 
utilisée pour augmenter la concentration en biomasse viable dans les réacteurs à recyclage 
cellulaire car elle permet d’avoir un réacteur homogène avec un meilleur contrôle de la 
viabilité. Parmi les résultats les plus notables : 
- En mode continu avec recyclage de biomasse dans un bioréacteur monoétagé muni 
d’une boucle externe de microfiltration, de très hautes concentrations en biomasse ont été 
obtenues expérimentalement de l’ordre de 300 gMasseSèche/L (Lafforge et al. 1994 ; Lafforge et 
al. 1987).  
- Le recyclage cellulaire utilisant un module de filtration externe a donné des résultats 
effectifs concernant le maintien de la haute concentration cellulaire dans le bioréacteur 
(Chang et al. 1994).  
- Du point de vue de la productivité, en mode continu à recyclage cellulaire avec un 
seul fermenteur, Park et al. (1999) ont obtenu une productivité de 13 g/L/h, cette valeur 
correspond à  3,3 fois la productivité en éthanol obtenue par fermentation en mode continu 
conventionnel (chémostat) sans recyclage cellulaire. Lee et Chang (1986) ont obtenu une 
productivité de 85 g/L/h avec une concentration d’éthanol de 65 g/L, une concentration en 
biomasse de 210 gMasseSèche/L lors de culture en fermenteur couplé avec  un module 
d’ultrafiltration externe. Aldiguier (2006) et Ben Chaabane (2006) ont stabilisé un régime 
permanent de 20 h,  une concentration en éthanol a été maintenue autour de 65 g/L  (8,3 °GL) 
à une concentration en biomasse de 160 g/L et une concentration en substrat résiduel proche 
de zéro ; ces conditions ont permis l’obtention d’une productivité de 41 g/L/h.   
 
II. 3.  Notion de stress chez les levures 
 La notion de stress en biotechnologie est difficile à définir ; on peut le considérer 
comme l’ensemble des conditions qui provoquent des changements de processus 
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physiologiques résultant éventuellement en dégâts, dommages, blessures, inhibition de 
croissance ou du développement (Beudeker et al. 1996). Graumlich et al. (1979) définissent le 
stress comme une force ou une influence hostile qui tend à empêcher un système de 
fonctionner normalement. Suite à cette définition, on pourrait considérer le stress comme des 
variations effectuées dans le milieu de culture de la levure qui affectent son comportement et 
par conséquent ses capacités de croissance et de production. Les causes de ces stress peuvent 
être multiples et peuvent provoquer différentes « réponses dynamiques » du microorganisme à 
différents niveaux (macroscopique, microscopique, moléculaire), comme par exemple une 
modification du métabolisme cellulaire, des capacités de croissance et des fonctions 
physiologiques, des rendements et des productivités. Un certain nombre de paramètres comme 
la composition du milieu de culture (Gancedo, 1998 ; Hallsworth, 1998 ; Bafrncova et al. 
1999 ; Oliveira et al. 1999 ; Alfenore et al. 2002 ; Voit, 2003 ; Wang et al. 2007), le mode de 
conduite du procédé (Ryder et Sinclair, 1972 ; Nakao et al. 1987 ; Hoffmann et al. 1987 ; 
Schügerl, 2000 ; Gryta et al. 2000 ; Enfors et al. 2001 ; Escobar et al. 2001 ; Takaya et al. 
2002 ; Kourkoutas et al. 2004 ; Gibson et al. 2007 ; Lei et al. 2007) , la pression osmotique 
(Gervais et Marechal, 1994 ; Potts, 1994 ; Marechal et al. 1995 ; Shamlou et al. 1995 ; Van’t 
Hoff, 1995 ; Srinorakutara, 1998 ; Attfield, 1997 ; Marechal et al. 1999 ; Wood, 1999 ; Zhang 
et al. 1999 ; Blomberg, 2000 ; Gervais et Beney, 2001 ;  Beney et al. 2001 (a, b) ; Mager et 
Siderius, 2002 ; Laroche et Gervais, 2003 ; Laroche et al. 2005 ; Mille et al. 2005 ; Fullerton 
et al. 2006 ; Yokozeki, 2006), la température (Laluce et al. 2002 ; Aldiguier et al. 2004), 
l'accumulation d’éthanol (Nagodawithana et Steinkraus, 1976 ; Thomas et al. 1978 ; Thomas 
et Rose, 1979 ; Navarro, 1980 ; Brown et al. 1981 ; Strehaiano, 1984 ; Ingram et al. 1984 ; 
Mota, 1985 ; Casey et Ingledew 1986 ; Ingram, 1986 ; D’Amore et Stewart, 1987 ; D’Amore 
et al., 1990 ; Odumeru et al. 1993 ; Alexandre et al. 1994 ; Sharma, 1997 ; Alfenore et al. 
2004 ; Bai et al. 2004 ; Giannattasio et al. 2005 ; Tagaki et al. 2005 ; Canetta et al. 2006 ; 
Hirasawa et al. 2007 ; Lei et al. 2007 ; Wei et al. 2007) et la formation de sous-produits 
(Nevoigt et Stahl, 1997 ; Samokhvalov et al. 2004 ; Ferreira et al., 2004 ; Karasu et Özbas, 
2004) peuvent influencer le métabolisme et les capacités dynamiques de la levure 
Saccharomyces cerevisiae. 
 En fermentation alcoolique, l’éthanol semble représenter la principale cause de stress 
pendant la culture (Martini et al. 2004).  En réponse à ces perturbations externes, la cellule va 
réagir passivement ou activement en essayant de prévenir la dénaturation de l’intégrité 
cellulaire et sa perte d’activité. Le mode de réponse actif est généralement considéré comme 
une modification métabolique consommant de l’énergie (modifications de la synthèse des 
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molécules intracellulaires et/ou de la composition lipidique de la membrane plasmique, de la 
morphologie de la cellule, de la composition intracellulaire). Par contre, la réponse passive 
dépend seulement de la vitesse de la perturbation physique entre le milieu intra- et 
extracellulaire. Les réponses des levures aux perturbations peuvent causer des dommages 
irréversibles dans la cellule et même sa mort (Maréchal et al. 1999). 
 Lorsqu’une perturbation survient dans le milieu de culture, la cellule essaie de 
s’adapter à cette nouvelle condition en protégeant ses composantes vitales et s’il le faut en 
« reprogrammant » ses activités cellulaires pour assurer sa survie pendant les conditions 
stressantes (Birch et Walker, 2000). Les réponses des levures ont été caractérisées de 
différentes manières : par l’augmentation du niveau intracellulaire de tréhalose (Hottiger et al. 
1987 ; Wiemken, 1990 ; Neves et François, 1992 ; Dallies et al. 1998 ; Hervé et al. 1998 ; 
Parrou et al. 1997 ; Plourde-Owobi et al. 2000) et de glycérol (Omori et al. 1996 ; Wang et al. 
2001 ; Bakker et al. 2001 ; Aldiguier et al. 2004 ; Alfenore-Bideaux et al. 2006), l’altération 
de la composition lipidique de la membrane (Petrov et Okorokov, 1990) ; l’altération de la 
synthèse de protéines, la modulation des processus d’échange ionique ;  une réduction de 
l’activité métabolique provoquant une diminution de l’assimilation du glucose et par 
conséquent une diminution de la vitesse de croissance et de la production est observée (Ghose 
et Tyagi, 1979 ; van Dijken et Scheffers, 1986 ; Martini et al. 2004).    
 
II. 3. 1. Effet de l’environnement  
 Les conditions environnementales impactent le comportement de la levure en affectant 
ses capacités de croissance et de production : ces  paramètres sont la température, le pH, 
l’apport d’oxygène, les apports nutritionnels (sels, vitamines, glucose, etc.), ainsi que la 
concentration en éthanol ou co-produits dans le milieu de culture (Gibson et al. 2007 ; 
Hirasawa et al. 2007). En fonction de l’intensité de ces grandeurs, elles peuvent avoir une 
influence qui vise à ralentir ou arrêter l’activité des levures (Sainz et al. 2003). Les substances 
inhibitrices sont parfois difficiles à éviter puisqu’ils sont souvent substrats ou produits de la 
réaction biochimique considérée (Gryta et al. 2000).  
 Le comportement du microorganisme est une dynamique : de croissance et/ou de 
production ; la réponse de la levure face à un stress est également mise en œuvre de façon 
dynamique avec une capacité ou non d’adaptation aux conditions environnementales en 
fonction du temps (Attfield, 1997 ; Sonnleitner 1998 ; Henson, 2003 ; Lacroix et Yildirim, 
2007). 
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II. 3. 1. 1. Effet de la concentration d’éthanol 
Le principal facteur qui limite la production d’éthanol est l’éthanol lui-même excrété 
dans le milieu de culture, au cours de la fermentation alcoolique. Lorsque la concentration en 
éthanol augmente dans le milieu une diminution de la vitesse de croissance, de la viabilité 
cellulaire, de l’activité métabolique et de la capacité de production de la levure 
Saccharomyces cerevisiae sont observés (Nagodawithana et Steinkraus, 1976 ; Thomas et al. 
1978 ; Ghose et Taygir, 1979 ; Thomas et Rose, 1979 ; Navarro, 1980 ; Rose, 1980 ; Novak et 
Moreno, 1981 ; Beavan et al. 1982 ; Rose et al. 1982 ; Loureiro et van Uden, 1982 ; Hoppe et 
Hansford, 1982 ; Leao et van Uden, 1982 ; Millar et al.1982 ; Guijarro et Lagunas, 1984 ; 
Ingram et al. 1984 ; Strehaiano, 1984 ; Kalmokoff et Ingledew, 1985 ;  Mota, 1985 ; van Uden 
1985 ; Jones et Greenfield, 1986 ; Lee et Chang, 1986 ; Casey et Ingledew, 1986 ; Dasari et 
al. 1986 ; Dombek et Ingram 1986 (a) ; Dombek et Ingram, 1986 (b) ; Ingram, 1986 ; Lee et 
Chang, 1986 ; D’Amore et Stewart, 1987 ; Dombek et Ingram 1987 ; Slapack et al. 1987 ; 
Ghareb et al. 1988 ; Alterthum et al. 1989 ; van Uden, 1989 ; D’Amore et al. 1990 ; Dasari et 
al. 1990 ; Guerzoni et al. 1994 ; Sharma, 1997 ; Hallsworth, 1998 ; Nishiwaki et Dunn 1999 ; 
Oliveira et al. 1999 ; Gryta et al. 2000 ; Roher, 2001 ; Alfenore et al. 2002 ; Alfenore et al. 
2004 ; Bai et al. 2004 ;  Furukawa et al. 2004 ; Pina et al. 2004 ; Aguilera et al. 2006 ; Canetta 
et al. 2006 ; Hu et al. 2006 ; Hirasawa et al. 2007 ; Kitagaki et al. 2007 ; Lei et al. 2007 ; 
Wang et al. 2007; Watanabe et al. 2007 ; Wei et al. 2007).  
Des concentrations de l’ordre de 1 – 2 % (w/v) sont suffisantes pour diminuer la 
croissance cellulaire et pour une concentration de 10 % (w/v) d’éthanol, la vitesse de 
production du microorganisme est stoppée (Roehr, 2001). Selon Bai et al. (2004), l’éthanol 
conduit à une inhibition totale sur la croissance cellulaire et la vitesse de production à une 
concentration de 13 % (w/v) dans le milieu. Ce résultat corrobore les travaux de Casey et 
Ingledew (1986) qui mentionnent une inhibition totale de la croissance cellulaire lorsque la 
concentration d’éthanol est comprise entre 11,8 et 13 % (w/v) et ce pour quatre souches 
différentes. Les effets inhibiteurs de l’éthanol agissent à différents niveaux dans la cellule. 
Aux fortes concentrations en éthanol, un découplage entre croissance et production d’éthanol 
est observé. La croissance cellulaire s’arrête dans un premier temps à 60-100 g/L d’éthanol 
(Dasari et al. 1990). Ghose et Taygir (1979) ont réalisé des travaux expérimentaux sur la 
tolérance à l’éthanol en trouvant que à 87 g/L la croissance cellulaire est complètement stoppé 
et à 114 g/L il n’y a plus de production d’éthanol. Par contre, les travaux effectués par 
Alfenore et al. (2002) ont montré que la tolérance de la levure à l’éthanol peut être augmentée 
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par un apport contrôlé de vitamines, conduisant à un arrêt de croissance cellulaire à 115 g/L et 
un arrêt de la production d’éthanol à 147 g/L. De ce fait, en contrôlant les apports 
nutritionnels, les auteurs atteignent une concentration en éthanol de 147 g/L en 45 h de 
culture.  
 L’effet de l’éthanol est un phénomène polygénique : plusieurs enzymes et fonctions 
physiologiques sont impliquées. La membrane plasmique serait la première cible de l’éthanol, 
avec des changements dans la composition lipidique de la membrane, ainsi que l’inhibition et 
la dénaturation de plusieurs protéines intracellulaires et enzymes glycoliques telles que 
l’inhibition de l’hexokinase, de la pyruvate décarboxylase (Millar et al. 1982) et de l’alcool 
déshydrogénase, ainsi qu’une diminution de la concentration en eau intracellulaire 
(Nagashima, 1990 ; Alexandre et al. 1994, Hallsworth, 1998 Jones et Greenfield, 1986 ; 
Guerzoni et al. 1994). L’éthanol peut exercer son effet inhibiteur en modifiant la structure de 
la membrane cytoplasmique augmentant ainsi sa perméabilité aux molécules plus petites et 
aux ions avec pour effet de déséquilibrer les charges transmembranaires perturbant le 
transport de certains composés cellulaires comme les sucres (Leao et Van Uden, 1989). 
  En considérant l’importance des glucides, les cellules plus vieilles, qui contiennent 
des réserves plus importantes, sont généralement plus tolérantes au stress causé par les hautes 
concentrations en éthanol que les cellules plus jeunes (Giannattasio et al. 2005). Il a été 
reporté que les gènes impliqués dans la réponse cellulaire au stress éthanolique sont 
également impliqués dans la régulation du cycle de vie de la cellule (Samokhvalov, 2004). 
Jakubowski et al. (2000) ont démontré, lorsque l’âge de la levure Saccharomyces cerevisiae 
augmente que le processus d’oxydation des radicaux libres dans ces cellules s’intensifie 
chronologiquement. 
 
II. 3. 1. 2. Effet de la concentration du substrat 
 En général, l’inhibition par le substrat se manifeste de façon importante pour des 
concentrations qui varient entre 150 et 250 g/L de glucose et à 400 g/L, la croissance est 
totalement stoppée (Wang et al. 1979).  
 
II. 3. 1. 3. Effets de la température et du pH 
 Conformément aux lois thermodynamiques la température influence les réactions 
biologiques. Néanmoins, comme tout organisme vivant, la levure ne peut fonctionner que 
dans une gamme de température « optimale » et jusqu’à une température critique au delà de 
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laquelle elle ne peut survivre. Aldiguier et al. (2004) ont réalisé plusieurs cultures de 
Saccharomyces cerevisiae CBS8066 en mode fed-batch, en condition de température 
contrôlée variant de 27°C à 39°C. Le taux de croissance maximal a été obtenu à une 
température de 30°C alors que la vitesse spécifique de production d’éthanol maximale a été 
obtenue à une température de 33°C. Pour des températures supérieures à 30°C, des 
diminutions de la capacité de croissance et de la quantité finale de biomasse sont observées. 
Une température supérieure à 30°C accroît la vitesse de production d’éthanol mais augmente 
leur sensibilité à l’éthanol ce qui entraîne une perte de viabilité. La température accroît l’effet 
néfaste des stress (chocs osmotiques, inhibition par l’éthanol en entraînant une diminution de 
la viabilité (Beney et al. 2001 (a)) et de l’activité cellulaire (Maréchal et al. 1999). 
 Les limites de pH reportées dans la littérature pour maintenir une croissance de la 
levure Saccharomyces cerevisiae se situent entre 2,4 et 8,6, avec un pH optimal entre 4 et 4,5 
(Jones et al. 1981). Le maintien du pH cytoplasmique est indispensable à la survie de la 
levure. Ainsi Jones et al. (1981) considèrent que le stress éthanolique provoque une chute du 
pH cytoplasmique, ce qui induit le décès cellulaire ; cette diminution du pH intracellulaire 
peut être due soit à un influx de protons (Birch et Walker, 2000 ; Kasemets et al. 2006) ou à 
une accumulation d’intermédiaires de la réaction (ex. acide acétique, glycérol, etc.) (Ferreira 
et al. 2004). 
 
II. 3. 1. 4. Effet de l’oxygène et dioxyde du carbone 
La concentration en oxygène dissous dans le milieu de culture est un paramètre 
important qui va orienter (en fonction de la souche utilisé, du mode de conduite, …) le 
métabolisme du microorganisme considéré. Quelques auteurs (Ryder et Sinclair, 1972 ; Ryu 
et Kim, 1984) ont démontré que la tolérance à l’éthanol peut augmenter notablement 
lorsqu’on maintient un apport de faibles quantités d’oxygène dans le système.  
La solubilité du dioxyde du carbone (par conséquence sa concentration dans le milieu) 
peut être influencé par plusieurs facteurs tels que le pH ou la température (Aguilera et al. 
2005). Le dioxyde du carbone (CO2) présent dans le ciel gazeux du réacteur et produit in-situ 
par les réactions biologiques, peut être dissous dans le milieu liquide sous forme d’acide 
carbonique (H2CO3), lequel est dissocié en bicarbonate (HCO3-), carbonate (CO3-2) et 
hydrogène (H+) (Debs-Louka et al. 1999 ; Garcia-Gonzalez et al. 2007). 
 
CO2  +  H2O  ↔  H2CO3  ↔  H+  +  HCO3-   ↔   2H+  + CO3-2                                      (II. 3) 
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Un effet négatif sur le métabolisme microbien est causé par la présence du CO2 dans le 
milieu de culture, en inhibant la croissance et la production (Aguilera et al. 2005). Le 
mécanisme d’inactivation lié à la présence de CO2 est proposé en différents étapes : (a) 
solubilisation du CO2 dans la phase liquide ; (b) modification de composition de la membrane 
cellulaire ; (c) diminution du pH intracellulaire ; (d) inactivation des enzymes/ inhibition du 
métabolisme cellulaire du à l’abaissement du pH ; (e) effet inhibiteur directe du CO2 et HCO3- 
moléculaires sur le métabolisme ; (f) désordre de la balance des électrons ; (g) modification 
des composants vitaux de la levure (Garcia-Gonzalez et al. 2007). 
Le CO2 peut être à la fois activateur et inhibiteur du métabolisme levurien (Hirasawa 
et al. 2007 ; Kunkee et Ough, 1966). Il initie les voies anaplérotiques à faible concentration: 
Jones et Greenfield (1982) ont montré que le rendement de conversion du substrat augmentait 
de 25 % lors d’une croissance en aérobie sur glucose sous une pression partielle de 0,2 bar de 
CO2. Par ailleurs, une augmentation trop importante de la pression partielle en gaz carbonique 
semble entraîner une chute de la viabilité cellulaire (Ben Chaabane, 2006). 
 
II. 3. 1. 5. Effet de l’acide acétique 
 Le rôle de l’acide acétique, co-métabolite du métabolisme oxydo-réductif, est un sujet 
peu investigué à ce jour (Ferreira et al. 2004). Pourtant ce co-métabolite semble plus toxique 
pour la levure que l’éthanol.  
  La production d’acide acétique pendant la fermentation alcoolique semble avoir un 
effet inhibiteur de la croissance cellulaire en provoquant une diminution de la production de 
biomasse (Herwing et von Stockar 2002 ; Giannattasio et al. 2005). En milieu acide, les 
acides faibles non dissociés peuvent diffuser à travers la membrane plasmique, dans un 
environnement intracellulaire plus alcalin (cytoplasme) où la dissociation a lieu (Imai et 
Ohno, 1995 ; Ferreira et al. 1997 ; Pampulha et Loureiro-Dias, 2000).  
 Lors de cultures à pH 4, du fait du gradient de pH  transmembranaire au niveau de la 
membrane plasmique, la concentration de la forme anionique de l’acide acétique 
intracellulaire est supérieure à la concentration extracellulaire. L’augmentation de la 
concentration intracellulaire de l’acide acétique dissocié peut perturber l’activité cellulaire en 
exerçant par exemple un effet découplant sur la respiration ou l’inhibition sur l’activité de 
certaines enzymes. L’égalité des concentrations de la forme non dissociée de part et d’autre de 
la membrane cytoplasmique conduit à l’expression suivante (Guillou, 1996) : 
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pHintra-pHextra= ∆pH = log (CH3COO-intra   /  CH3COO-extra)                             (II. 4) 
 
L’ajout de l’acide acétique dans le milieu de culture peut provoquer la mort 
programmée chez les levures (Fröhminch et Madeo, 2001 ; Knorre et al. 2005 ; Gourlay et al. 
2006 ; Zadrag et al. 2006). Les travaux reportés par Ludovico et al. (2002) considèrent que la 
concentration en acide acétique (1,2 à 4,8 g/L) ajouté dans le milieu de culture provoque une 
mort programmée (apoptose) au microorganisme ; pour des concentrations égales ou plus 
hautes de 7,2 g/L, la levure présente un changement morphologique ainsi que le phénomène 
de nécrose.  
Un effet synergique de l’acide acétique et de l’éthanol induisant le décès cellulaire a 
été proposé dans les travaux de Ben Chabaane (2006) en bioréacteur biétagé à recyclage 
cellulaire, en mentionnant une diminution de la viabilité cellulaire lorsque la concentration en 
acétate est supérieure à 2 g/L alors que la concentration en éthanol ne dépasse pas 60 g/L. 
 
II. 4. VIABILITE CELLULAIRE 
 La viabilité cellulaire est définie comme la capacité d’exécuter toutes les fonctions 
nécessaires pour la survie dans des conditions données, de se reproduire et former une colonie 
(Postgate, 1967 ; Countinho, 2005). La notion de viabilité renvoie à des éléments ou fonctions 
nécessaires et suffisantes pour qu’une cellule demeure viable : (a) une membrane 
cytoplasmique intacte, laquelle fonctionne comme une barrière entre le cytoplasme et 
l’environnement extracellulaire ; (b) transcription de l’ADN et traduction des ARN ; (c) 
génération d’énergie afin de maintenir le métabolisme cellulaire et synthétiser les principaux 
composants cellulaires (Breeuwer et Abee, 2000). 
   Van Leeuwenhoek fut un des premiers chercheurs à décrire la viabilité comme une 
équivalence à la mobilité d’un microorganisme (Linder et Olivier, 1989). La détermination 
même de la viabilité d’un microorganisme peut s’avérer complexe puisque dans une 
suspension cellulaire, les cellules peuvent se trouver dans plusieurs états physiologiques tels 
que : viables, viables non cultivables (VNC), actives, stressées, endommagées, 
« revivifiables », « moribondes » ou mortes, chacune avec un âge et une taille différente, à un 
niveau particulier de leur cycle de vie et ce, en fonction des conditions de la culture et de 
l’environnement extracellulaire. Les dénominations sont différentes en fonction des auteurs. 
Les cellules VNC (viables non cultivables) peuvent être définies comme des cellules 
actives capables de maintenir une « activité » (métabolique, respiratoire) ainsi que l’intégrité 
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cellulaire. Par contre, la fonction de reproduction (duplication) est altérée. Il est généralement 
accepté que le microorganisme est capable de développer une résistance aux conditions de 
stress et limitations nutritionnelles, mais la définition et l’existence de cellules viables non 
cultivables (VNC) ont fait l’objet de nombreuses discussions durant ces 15 dernières années. 
La formation de cellules VNC a été proposée comme une stratégie microbienne de survie 
(Oliver, 1991).  
Federighi (2004) propose la définition des cellules actives comme « les formes VNC 
de cellules incapables de se multiplier macroscopiquement dans ou sur un milieu 
normalement adapté à sa culture et même après une étape de revivification, manifestant une 
activité métabolique résiduelle, ceci dans des conditions habituellement optimales et durant 
tout le temps de l’expérimentation ».  
La non-cultivabilité étant parfois synonyme de non viabilité et donc mortalité, les 
travaux de Monfort et Baleux, (1999) ont montré que cela n’est pas obligatoirement et 
systématiquement lié. L’évolution des méthodes d’analyse de la viabilité permettent la mise 
en évidence d’une fonction précise, de l’intégrité d’un compartiment de la cellule ou révèlent 
un ou des fonctionnements métaboliques plus globaux (Joux, 2001).  
D’après la littérature, les cellules actives conservent une membrane cytoplasmique 
normale associée à une diminution de 60% des acides gras principaux par rapport au contenu 
en acides gras dans des cellules cultivables, avec l’apparition de longues chaînes d’acides gras 
(Linder et Oliver, 1989). D’autres auteurs considèrent qu’il y a une rapide diminution des 
lipides et des protéines dans le cytoplasme, qui devient alors dense lorsqu’une cellule viable 
devient active ; la morphologique des cellules reste la même, le cytoplasme demeure intact, 
seule la paroi cellulaire apparaît moins épaisse et la membrane cytoplasmique devient non 
perméable ; les auteurs pensent que c’est la perte de cette selectivité, qui rend la cellule non 
cultivable (Mukamolova et al. 1995). Selon quelques auteurs (Nilsson, et al. 1981 ; Rosak et 
al. 1984 ; Evdokimova et al. 1994 ; Ravel et al. 1995), la formation de cellules actives est 
accompagnée de quelques changements physiologiques tels qu’une diminution de taille, 
condensation du cytoplasme, incapacité de se reproduire dans certaines conditions. 
Il existe plusieurs techniques de détermination de la viabilité cellulaire (voir Tableau 
II. 2), telles que le comptage sur cellule de Thoma après coloration au bleu de méthylène, 
l’étalement sur boîte (comptage sur boîte de pétri où on obtient le nombre de cellules qui sont 
capables de se reproduire) et aussi la cytométrie en flux (CF), laquelle se définit comme 
l’étude précise de particules isolées (cellules, bactéries, etc.) entraînées par un flux liquide. 
C’est une technique de caractérisation individuelle, quantitative et qualitative de particules en 
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suspension dans un liquide. Elle consiste à analyser les signaux optiques ou électriques émis 
par une particule traversant le faisceau lumineux d’un laser ou d’une lampe à arc. L’intensité 
de chacun des faisceaux diffractés ou diffusés peut être corrélée avec des propriétés 
cellulaires. Les signaux mesurés sont essentiellement relatifs : aux propriétés optiques 
induites de fluorescence obtenues par des marquages spécifiques de structures ou de fonctions 
cellulaires, soit aux propriétés optiques intrinsèques des particules qui correspondent aux 
phénomènes de diffusion lumineuse liés aux dimensions de la particule, à leur structure 
interne ou à l’auto fluorescence de certaines cellules comme les végétaux, le phytoplancton, 
etc. (Alberghina et al. 1998; Mélézeau et al, 1998 ; Gane, 2002). La technique la plus 
communément utilisée pour déterminer la viabilité cellulaire de levures est basée sur un 
comptage au microscope sur cellule de Thoma après coloration au bleu de méthylène. 
Lorsque ce composé est mis en contact d’une suspension de levures, il est réduit par les 
oxydoréductases fonctionnelles des cellules viables, laissant alors les cellules viables non 
colorées (Zhang et Fang, 2004 ; Cot et al. 2007 ; Kobayashi et al. 2007). 
Tableau II. 2. Principales méthodes pour la détermination de la viabilité cellulaire (Breeuwer et Abee, 2000). 
Critère Méthode Temps Commentaires 
Reproduction Méthode de comptage sur boîte 
(détermination UFC*) 
2 - 5 
journées 
Une méthode très sensible et 
laborieuse 
Morphologie 
cellulaire 
Inhibition de la division cellulaire avec 
acide nalidixique ou d’autres 
antibiotiques 
6 heures Seulement peut être utilisé pour les 
microorganismes sensibles aux 
antibiotiques 
Intégrité 
membranaire 
Méthodes de réaction de coloration (ex. 
bleu de méthylène) 
30 minutes Cellules viables avec une membrane 
cytoplasmique intacte ne seront pas 
colorés 
Respiration Réaction de réduction avec le tetrazolium 
teint les cellules contenant une chaîne  
transfert d'électrons active 
1 – 4 heures No applicable a microorganismes 
fermentatifs 
Activité enzymatique Diacétate de fluorescéine (activité 
estérase) 
30 minutes Fluorescéine est accumulé dans les 
cellules intactes 
Potentiel 
membranaire 
Réaction avec Rhodamine 123, 
carboxycyamine et oxonols 
1 heure Prise ou exclusion dépendante 
potentielle du colorant 
Gradient pH Mesure du pH intracellulaire en utilisant 
des dérives de fluorescéine 
1 heure Cellules viables maintiennent un 
gradient du pH 
* Unités formatrices de colonies 
 
Des techniques de visualisation et analyse d’image ont été développées ainsi que 
l’utilisation de colorants marqueurs spécifiques d’activités métaboliques particulières (Sami, 
1994).  
La technique d’étalement sur boîte est la seule permettant de quantifier les cellules 
capables de former nouvelles colonies (UFC) ; ce sont des méthodes utilisées normalement 
pour déterminer la diminution ou le maintien de la viabilité et de l’activité pendant la 
production d’éthanol (Bai et al. 2004 ; Perez-Nevado et al. 2006). 
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II. 5. Pression Osmotique 
  
 La pression osmotique est la pression nécessaire pour empêcher la pénétration d’eau 
dans un compartiment à travers une membrane rigide semi-perméable (perméable à l’eau mais 
pas aux ions). Dans le domaine appliqué à la biologie, la pression osmotique ou osmolarité 
désigne la concentration de tout soluté dans une solution aqueuse, souvent exprimée en osmol 
(ou milliosmol) ; ceci correspond au nombre de moles de particules par litre de solution 
(Maron et Prutton 1967 ; Cantor, Schimmel  1980 ; Potts, 1994 ; Guillouet 1996 ; Yokozeki 
A. 2006). La pression osmotique ou osmolarité est liée à l’agitation moléculaire des molécules 
en solution dans le solvant (Granik et al. 2002). Par contre Wood (1999) considère que 
l’osmolalité « est la pression osmotique d’une solution à une température donnée ; elle est 
exprimé en moles de soluté par kilogramme de solvant ; elle peut être mesurée, mais pas 
calculée et que l’osmolarité est une estimation de l’osmolalité, exprimée en moles de soluté 
par litre de solution ; l’osmolarité est calculée à partir de l’adition des concentrations de 
solutés osmotiquement actives dans une solution».  
 Vinet (2003) considère que la pression osmotique dépend uniquement du nombre total 
de particules en solution et pas de leur nature. Selon son équation de la pression osmotique 
(Tableau II. 3), une solution contenant 1 mol/kg d’eau exerce une pression osmotique de 1 
atm. Cet auteur considère qu’il existe un écart osmotique entre l’osmolalité mesurée et celle 
calculée qui peut varier de 10 à 20 mosm/kg selon cet auteur.  
 Guillouet (1996) considère que la  pression osmotique en solution idéale et 
suffisamment diluée, est déterminée par la loi de Van’t Hoff tandis que pour les solutions non 
idéales, il est nécessaire d’introduire le coefficient d’activité (γ). Il considère aussi que 
l’osmolarité et l’osmolalité se définissent à partir de la molarité et de la molalité des solutés 
dissous. 
 Debnm (2005) et Campbell (2006) considèrent que la seule différence entre 
l’osmolarité et l’osmolalité sont les unités dans lesquelles elles sont exprimées ; osmoles/kg 
de solvant pour l’osmolalité et osmoles/Litre de solution pour l’osmolarité. Cependant aucun 
de ces auteurs ne donnent de modèle pour déterminer la pression osmotique.    
 Pour toute substance non-électrolytique en solution, la pression osmotique est égale à 
la concentration molaire (molarité). Pour une substance électrolytique, on doit tenir compte de 
toutes les espèces ioniques en présence; la concentration osmotique est supérieure à la 
molarité de la solution. 
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Tableau II. 3. Définition de la pression osmotique, osmolalité et osmolarité, selon plusieurs auteurs. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
  
   
II. 5. 1. Détermination expérimentale 
 L’osmolarité peut être mesurée avec des osmomètres. Leur fonctionnement est basé 
sur un des deux principes, soit l’abaissement du point de fusion, soit l’abaissement de la 
tension de vapeur. La majorité des osmomètres utilisent la détermination du point de fusion. 
Dans ces appareils, l’abaissement du point de congélation de la solution par rapport  à l’eau 
distillée permet une mesure directe de la concentration osmolaire (milliosmol/Kg eau).  
 La pression osmotique est fréquemment exprimée en Pascal (Pa) (Gervais et Marechal, 
1994 ; Marechal et al. 1995 ; Marechal et al. 1999 ; Beney et al. 2001 (a, b) ; Gervais et 
Beney, 2001 ;  Laroche et Gervais, 2003 ; Laroche et al. 2005). En accord avec la loi de Van’t 
Hoff  (II.6) dans des solutions diluées, (solutions idéales car les molécules sont très éloignées 
les unes des autres, sans interaction (Cantor et Schimmel, 1980)). Les valeurs de la pression 
Pression osmotique  (Π) d’une 
solution aqueuse : 
 
pi = -(RT/Vw) ln aw 
 
Vw : volume molar partial de l’eau   
aw: activité de l’eau 
Pression osmotique exprimée 
en termes d’osmolalité 
(osmoles/Kg) : 
Osmolalité = pi / (RT) 
 
Osmolarité (estimation de 
l’osmolalité): 
 
   Osmolarité = Σi Ci   
                      ≈  pi / (RT) 
Ci : concentration molaire des 
solutions osmotiquement actives. 
 
Pression osmotique  (Π) d’une solution 
aqueuse diluée : 
pi = mRT
 
 
m : la molalité de la solution 
Osmolalité : 
Osmolalité = γ n c   
 
γ : coefficient osmotique du soluté 
n : nombre de particules dans le soluté 
c :  concentration en osmol/kg d’eau
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    Pression osmotique  (Π) : 
Osmolalité  
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m : molalité 
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ρ : Densité de la 
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osmotique en Pascal sont corrélées aux concentrations des composés dans le milieu de culture 
(Yokozeki, 2006).  
 
pi = ΣCi • R • T                                                         (II. 6) 
où  
pi : Pression osmotique [Pa] 
R : constante des gaz parfaits [8.314m3Pa/°Kmol] 
T : Température absolue [°K = °C + 273,15] 
ΣCi : concentration molaire en substances dissoutes en mol/m3  
   
D’autres auteurs (Maron et Prutton, 1967 ; Kopelland et Westhead, 1982 ; Csonka et 
Hanson 1991 ; Vinet, 2003 ; Fulletrton et al. 2006) considèrent qu’il n’existe pas une 
corrélation linéaire entre la pression osmotique mesurée et celle calculée avec l’équation de 
Van’t Hoff ; ces travaux sont réalisés lorsque la concentration de la substance d’étude 
augmente et que la solution devient non idéale. La pression osmotique pour des solutions non 
idéales peut être déterminée par l’équation de Gibbs 
 
pi = - (RT/Vsol) Ln Xsol                                                                                      (II. 7) 
Où : 
pi : Pression osmotique (Pa) 
R : constante des gaz parfait (m3 Pa / K • mol) 
T : température absolue (°K) 
Vsol : volume molaire partiel du solvant (m3/mol) 
Xsol : fraction molaire partielle du solvant 
 
 Cantor et Schimmel  (1980) proposent la détermination de la pression osmotique d’une 
solution de saccharose, en comparant les modèles de Van’t Hoff et de Gibbs par rapport à la 
littérature. Pour une concentration égale à 1 mol/L, la solution tend à s’éloigner de l’idéalité et 
la pression osmotique de la solution ne peut plus être déterminée avec l’équation de Van’t 
Hoff l’écart à l’idéalité s’accroît lorsque la concentration en saccharose augmente. La pression 
osmotique déterminée à l’aide de l’équation de Gibbs présente un écart entre 5 et 10% par 
rapport aux valeurs expérimentales. Ainsi lorsque la solution à analyser contient plus d’un 
élément, l’équation de Gibbs n’est plus valable.  
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II. 5. 2. Impacts biologiques de la pression osmotique  
 La disponibilité de l’eau, est un des facteurs plus importants qui affectent la croissance 
et la survie d’un microorganisme. Une variation de pression osmotique cause un mouvement 
de l’eau en direction du gradient osmotique, en provoquant un gonflement voire un 
éclatement (dans des milieux hypotoniques ou hypo-osmotique) ou une plasmolyse (dans les 
environnements hyper-osmotiques) ; en général, le microorganisme répond plus rapidement à 
un environnement hypo-osmotique qu’hyper-osmotique, étant donné que le risque 
d’éclatement est plus sévère (Potts, 1994 ; Wood, 1999).  
 La cellule est capable de détecter un changement de la pression osmotique du milieu 
extérieur par déformation de la membrane cellulaire ou par un changement de l’hydratation 
des protéines de la membrane (Deardorff, 1980 ; Kopell et al. 1982 ; Hohmann, 2002 ; 
Fullerton et al. 2006 ; Sun et al. 2007). 
 Les réponses de la levure Saccharomyces cerevisiae placée dans un milieu hyper-
osmotique sont nombreuses avec :  
(a) des changements immédiats (perte d’eau intracellulaire et donc perte de la structure 
cellulaire) comme conséquence directe des forces physico-mécaniques qui opèrent 
sous ces conditions ; les travaux de Plourde-Owobi et al. 2000 et Wojda et al. 2003 ont 
montré que la membrane cellulaire est la cible principale des dommages, les 
modifications structurelles (tels que la fluidité de la membrane cellulaire, la perte de 
l’eau intracellulaire, …) survenant ultérieurement.  Une augmentation de la 
concentration des ions intracellulaires, spécialement les ions sodium à travers la 
membrane cellulaire, est supposée être impliquée dans la dénaturation des 
macromolécules intracellulaires (protéines et enzymes) causée par le stress osmotique 
(Beney et al. 2001 (b)).  
(b)  une réponse de la cellule, cherchant à se protéger, réparer et/ou récupérer ses 
capacités avec arrêt temporaire de la croissance cellulaire, production de substances 
osmoprotectrices (i.e. glycérol) ; diminution du volume cellulaire (Marechal et al. 
1995). 
(c) des changements du métabolisme (répression ou activation de diverses enzymes) qui 
permettront à la cellule de s’adapter aux nouvelles circonstances (Srinorakutara, 
1998 ; Mager et Siderius, 2002 ; Wojda et al. 2003 ; Sun et al. 2007). Le choc 
osmotique (vers un milieu contenant une pression osmotique plus grande) peut donc 
évidemment endommager les performances de la levure et par conséquence diminuer 
Chapitre II. Analyse Bibliographique 
 - 48 -   
la production d’éthanol (Dragone et al. 2004). Il a été démontré que la viabilité et la 
croissance cellulaire de plusieurs microorganismes, Saccharomyces cerevisiae 
compris, sont fortement affectées par une augmentation de la pression osmotique 
(Beney et al. 2000 ; Beney et al. 2001(a)  ; Beney et al. 2001(b) ; Hohmann, 2002 ; 
Laroche et al. 2005) . Laroche et Gervais (2003) considèrent que l’influence négative 
de la pression osmotique sur la viabilité cellulaire, ne dépend pas seulement de 
l’intensité du choc osmotique, mais aussi de la température auquel le milieu 
réactionnel se trouve. Une diminution de la viabilité est mentionnée en présence d’une 
pression osmotique élevée de l’ordre de 50 à100 Mpa  (Beney et al. 2001 (a)). Le 
mécanisme impliqué dans la mort cellulaire après un choc hyper osmotique n’a donc 
pas encore été complètement résolu. 
   
II. 6. Conclusion 
 La compréhension de l’impact du stress éthanolique sur les dynamiques des 
phénomènes biologiques et physiques chez la levure Saccharomyces cerevisiae, constitue une 
clé pour l'amélioration de la maîtrise du comportement microbien à son potentiel optimal de 
production. Il est parfaitement établi que des changements dans l’environnement d’une 
population cellulaire provoquent une condition de stress vis à vis dulequelle la cellule met en 
place des modes de réponses adaptés à la nature, l'intensité et la durée du stress. L’éthanol 
exogène chez la levure agit comme un facteur de stress limitant l'obtention de hautes 
performances, en termes de croissance, de maintien de l’activité, de l’optimisation des 
rendements de production d’éthanol et de la productivité, …  
De l'analyse bibliographique précédente, il ressort que 
1. peu de travaux étudient la dynamique de la réponse de la levure S. cerevisiae à un 
stress éthanol en fonction des états physiologiques du microorganisme 
2. l’accumulation dans le milieu de culture des co-produits (dioxyde du carbone, acide 
acétique, glycérol, …) induit différents types de stress avec des effets synergiques qui influent 
sur le métabolisme de la levure, sa morphologie, son comportement cinétique, la viabilité… 
selon des mécanismes complexes qu ‘il reste encore à élucider 
3. Plusieurs auteurs s’accordent sur la pertinence de la pression osmotique comme 
paramètre intégrant l’ensemble des facteurs de stress liés aux concentrations extracellulaires 
des métabolites dans l’environnement. Les réponses de la levure à une augmentation de la 
pression osmotique ont été reportés dans la littérature en citant la perte d’eau intracellulaire, la 
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diminution du volume de la cellule, l'activation d’un système d’osmorégulation : activation de 
voies métaboliques pour la biosynthèse de solutés tels que le glycérol ou la tréhalose, suivi 
d’une modification de la perméabilité de la membrane cellulaire… Cependant la non idéalité 
des milieux complexes de culture et l'évolution de leur composition en fonction de la 
réactivité microbienne, limitent les domaines de validité des modèles existant et l'exploitation 
des mesures expérimentales. 
4. la combinaison d’outils traditionnels et de pointe permettent aujourd’hui de 
caractériser la physiologie de la levure en distinguant les cellules viables, viables non 
cultivables, actives, mortes, débris cellulaires... Ce sont des outils indispensables à 
l’identification des facteurs qui incrémentent la tolérance à l’éthanol de la levure S. cerevisiae 
en condition de production intensive.  
5. Parmi les outils d’investigation de la levure en condition de production intensive 
d'éthanol, le Bioréacteur Biétage avec Recyclage Cellulaire a déjà démontré sa pertinence 
avec l’obtention de très hautes performances : il est un outil privilégié d'étude du 
comportement de la levure par la maîtrise de l'environnement du micro organisme lié au 
découplage des temps de séjour des phases biomasse et liquide. Il permet l'étude 
expérimentale du stress éthanol sur la perte ou le maintien de l'activité cellulaire  
- en condition de productivités très élevées  
- lors d'un transfert des microorganismes entre les deux étages du bioréacteur où des 
concentrations en éthanol très différentes peuvent être maintenues. 
L’ensemble de considérations argumentent et structurent les travaux proposés dans ce 
document, visant l'amélioration des connaissances des dynamiques des phénomènes 
biologiques réversibles et/ou irréversibles qui régissent l'activité cellulaire de la levure S. 
cerevisiae en condition de stress éthanol.  Ce travail s'inscrit dans le domaine d’application de 
la production intensive d'éthanol à usage énergétique dont les intérêts environnementaux et 
économiques sont désormais indéniables. Il met en oeuvre des matériels d’analyse 
traditionnels et de pointe avec comme outil d'investigation privilégié : le BBRC développé au 
LISBP et parfaitement instrumenté. 
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III. MATERIEL ET METHODES 
III. 1. Souche 
 La souche utilisée au cours de ce travail est la souche Saccharomyces cerevisiae 
CBS8066 commercialisée par le Central Bureau voor Schimmelcultures (Hollande). Sa 
composition a été estimée à C1H1,79O0,64N0,16 (Alfenore et al. 2002). 
III. 2. Milieux de culture 
III. 2. 1. Milieu de conservation 
 
La souche est conservée à 4°C sur gélose LB qui a la composition suivante : 
 10 g/L  Tryptone (Biokar Diagnostics ®) 
 5 g/L    Extrait de levure (Biokar Diagnostics ®) 
 15 g/L  Agar-agar (Biokar Diagnostics ®) 
 20 g/L  Glucose (Prolabo ®) 
 10 g/L  NaCl (Prolabo ®) 
III. 2. 2. Milieu de préculture YEPD 
 
La souche, conservée à 4°C sur gélose LB, est remise en culture dans un milieu riche 
YEPD qui a la composition suivante : 
 10 g/L  Extrait de levure (Biokar Diagnostics ®) 
 10 g/L  Bactopeptone (Difco ®) 
 20 g/L  Glucose (Prolabo ®) 
 9 g/L    NaCl (Prolabo ®) 
 
III. 3. Bioréacteur et conditions de culture. Expérimentations « ex-situ ». 
 La capacité maximale des réacteurs est de 4L et le volume utile est fixé à 1,5 L. La 
régulation de température est  assurée par un baffle chauffant et un système de 
refroidissement. Les prélèvements se font à travers un septum prévu à cet effet situé au centre 
du réacteur. Les mesures en ligne de la température, du pH, de l’oxygène dissous, de la 
pression sont réalisées. La vitesse d’agitation est fixée à 400 rpm jusqu’à ce que la pression en 
oxygène dissous (pO2) atteigne 20% puis augmentée de façon à ne pas limiter la culture en 
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oxygène. La température est régulée à 30°C et le pH à 4 à l’aide d’une solution 
d’ammoniaque à 14% (v/v).  
III. 3. 1. Milieu de fermentation expériences « ex-situ » Batch / Fed-Batch 
Le milieu de fermentation utilisé a la composition suivante : 
Sels principaux Vitamines Oligo-éléments 
KH2PO4                 3,0 g/L Acide pantothénique 5,0*10-3g/L ZnSO47H2O    4,0*10-2 g/L 
(NH4)2SO4             3,0 g/L Acide nicotinique     5,0*10-3 g/L MnSO4H2O     3,8*10-3 g/L 
Na2HPO412H2O   3,0 g/L Mésoinositol        125,0*10-3 g/L CoCl26H2O     5,0*10-4 g/L 
MgSO47H2O        0,5 g/L Thiamine                  5,0*10-3 g/L CuSO45H2O    9,0*10-4 g/L 
 Pyridoxine                5,0*10-3 g/L NaMoO42H2O 6,0*10-5 g/L 
 Biotine                     1,2*10-5 g/L CaCl22H2O      2,3*10-2 g/L 
 Acide para-aminobenzoïque  1,0*10-3 g/L (NH4)2Fe(SO4)66H2O   2,3*10-2 g/L 
    H3BO3               3,0*10-3 g/L 
Complément azoté: Glutamate de sodium  1,0 g/L 
 
 Le glucose, les sels principaux et les oligo-éléments sont fournis par Prolabo ®, les 
vitamines par Sigma ® et le glutamate de sodium par Merck ®. Chaque oligo-élément est 
préparé séparément sous forme  d’une solution concentrée et puis stérilisé à l’autoclave 
(121°C, 20min) à l’exception de la solution de fer stérilisée sur filtre Ministar 0,2µm  
(Sartorius ®). Les solutions sont conservées à 4°C.  
Les vitamines sont préparées sous forme d’une solution concentrée (400X ou 1000X) 
à pH 6,5 contenant l’ensemble des composés à l’exception de la biotine. La biotine est 
préparée séparément (concentrée 5000X ou 10 000X). Les solutions sont stérilisées sur filtre 
Ministar 0,2µm  (Sartorius ®) et conservées à 4°C.  
 
III. 3. 2. Préparation de l’inoculum 
 
L’inoculum est réalisé en 3 étapes (tubes, pre-culture et levain). Un tube contenant 5 
mL de milieu de culture (III. 2. 2) est ensemencé à partir d’une colonie isolée sur gélose LB 
(III. 2. 1). Ce tube est incubé pendant 12 heures à 30°C sous agitation (100 rpm). Le contenu 
de chaque tube est ensuite transféré dans un Erlenmeyer bafflé de 250 mL contenant 45 mL 
de milieu de culture (III. 2. 2) (prélevains). Cet Erlenmeyer est incubé 12 heures à 30°C sous 
agitation (100 rpm). Après incubation, 15mL sont transférés dans un autre Erlenmeyer bafflé 
de 500 mL contenant 135 mL de milieu de fermentation (III. 2. 3) (levain) et le volume de la 
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solution de glucose nécessaire pour obtenir une concentration égale à 50 g/L dans le milieu ; 
après avoir été incubé 12 heures à 30°C sous agitation (100 rpm), ce levain est ensemencé 
dans un réacteur parfaitement instrumenté contenant 1,35 L de milieu de fermentation (III. 2. 
3) et le volume de la solution de glucose nécessaire pour obtenir une concentration égale à 
100 g/L dans le milieu ; les additions du substrat sont effectuées à chaque fois que la 
concentration en glucose résiduel est épuisée. La vitesse d’agitation est fixée à 400 rpm 
jusqu’à ce que la pression en oxygène dissous (pO2) atteigne 20% puis augmentée de façon à 
ne pas limiter la culture en oxygène. Ce culture est maintenu à 30°C sous agitation (100 rpm) 
afin d’avoir différents états physiologiques initiaux caractérisés par la viabilité (mesurée après 
coloration au bleu du méthylène) et la concentration en éthanol produit fixée. 
Ces cultures sont suivies jusqu'à l’obtention d'une concentration en éthanol de 60 g/L, 
100 g/L et 105 g/L et des viabilités  de 50 ± 3,7 %, 50 ± 3,9 % et 43 ± 3,9 % respectivement. 
150 mL de ces cultures sont utilisés comme levains pour ensemencer les bioréacteurs (3 L) 
(taux d’ensemencement : 10%v/v) contenant 1,5 L du milieu minéral et différentes 
concentrations initiales en éthanol (5 – 110 g/L). 
 
III. 3. 3. Mise en œuvre des bioréacteurs 
  
 Les réacteurs B. Braun contenant 1,3 L de milieu salin sont stérilisés à l’autoclave 
(121°C, 30 min). Les différents volumes d’éthanol, les vitamines et les oligo-éléments sont 
ajoutés stérilement dans le milieu après stérilisation. Le glucose est apporté à partir d’une 
solution concentrée dont la concentration et la masse volumique sont déterminées précisément 
après stérilisation (121°C, 30min). 
 La concentration de glucose ajouté initialement est de 100g/L. Le volume d’éthanol 
ajouté permet l'obtention de différentes concentrations initiales en éthanol comprises entre 0 
et 110 g/L pour chacun des fermenteurs. Les paramètres du réacteur (pH, température, 
pression partielle en oxygène dissous, pression relative, volumes du prélèvement) sont relevés 
tout au long des cultures (en ligne ou hors ligne). L’ensemble des autres paramètres est obtenu 
hors ligne par dosages (biomasse, glucose résiduel, concentrations des différents acides 
organiques, etc.).  
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III. 4. Bioréacteur bi-étagé à recyclage cellulaire (BBRC) 
III. 4. 1. Description du pilote 
 
 La configuration d’un bioréacteur biétagé avec recyclage cellulaire a été déduite 
des résultats obtenues au sein de l’équipe de Génie Microbiologique du LISBP afin 
d’intensifier  la production microbienne selon des critères d’optimisation de titre, productivité, 
de rendement et de minimisation du substrat résiduel (Alfenore et al. 2002 ; Alfenore et al. 
2004 ; Aldiguier, 2006 ; Ben Chaabane et al. 2006 ; Ben Chaabane, 2006). Il s’agit d’obtenir 
de hautes concentrations en microorganismes actifs et viables dans des conditions de 
concentration en produit très élevée.  L’installation (voir figure III. 1) est composée de 
l’association de deux fermenteurs B. Braun Biotech International CMF100 chemap ainsi que 
deux modules d’ultrafiltration montés en parallèle. Le procédé comprend deux étages :  
 un premier étage, aéré, dans lequel se déroule la réaction de croissance. Il permet 
l’obtention de microorganismes dans un état physiologique favorable à la production 
d’éthanol qui s’effectue dans le second réacteur. La concentration en éthanol doit être 
maintenue en dessous de 70 g/L pour permettre aux microorganismes d’assimiler les facteurs 
de croissance apportés et particulièrement les vitamines (Winter, 1988). 
 un deuxième étage, microaéré, est alimenté par le premier. Il est couplé à un système 
de filtration tangentielle pour atteindre des densités cellulaires élevées jusqu à 250 g/L de 
masse sèche dans le cas de Saccharomyces cerevisiae (Aldiguier, 2006). Une purge au niveau 
du second étage permet de contrôler le temps de séjour biomasse. La gestion de la viabilité et 
de l’activité des micro-organismes est réalisée par une boucle de recirculation entre les deux 
réacteurs, appelée boucle de « régénération ». 
Le volume utile du réacteur 1 (R1) est de 4 L. Le réacteur 2 (R2) a un volume utile de 
6 L et le volume total du système réacteur + boucle d’ultrafiltration est de 10,5 L, soit un 
volume total du bioréacteur biétagé de 14,5 L. Chaque fermenteur est muni d’une unité de 
contrôle CBC5 et de capteurs spécifiques (température, pH, oxygène dissous). L’agitation est 
réalisée par des modules d’agitation type turbines rushton. Les réacteurs sont munis d’une 
platine supérieure en acier inoxydable qui comporte différents orifices permettant l’ajout de 
milieu salin, de glucose, d’eau, d’air, de l’ammonium, de la solution des vitamines et 
d’antimousse au travers d’un septum, et un condenseur en sortie des gaz. Deux clapets tarés 
permettent de limiter la pression relative à l’extérieur des réacteurs à 0,2 bar. La température 
du système est régulée à 30 °C grâce à une double enveloppe sur R1 et un échangeur tubulaire 
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sur R2. Le pH est régulé à 4 par ajout d’une solution d’ammoniaque de concentration adaptée 
(en général 14 % (v/v)). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure III. 1. Schéma du bioréacteur biétagé à recyclage cellulaire 
Où : - Q1 : débit total d’alimentation  (L/h)                       - QP : débit de perméat (L/h) {Phase liquide seulement}       
        - Q12 : débit de recirculation de R1 vers R2 (L/h)     - Q21 : débit de recirculation de R2 vers R1 (L/h) 
        - Qb : débit de purge (L/h) {Biomasse + liquide}     - Q23 : débit d’entré à la boucle d’ultrafiltration (L/h) 
        - Q32 : débit de sortie de la boucle d’ultrafiltration vers R2 (L/h)         
                           
Les membranes d’ultrafiltration sont des membranes céramiques, KERASEP Orélis 
Rhodia de type marguerite. Chaque membrane comprend 8 canaux de 6 mm de diamètre 
hydraulique, 120 cm de longueur, 25 mm de diamètre extérieur, 150 kD de seuil de coupure, 
0.20m2 de surface. Les membranes de filtration peuvent fonctionner de manière alternative ou 
simultanée par l’intermédiaire de deux jeux de quatre vannes à membranes. Une vanne à 
membrane, située en sortie des modules de filtration, permet de fixer une pression 
transmembranaire. Les mesures des pressions amont et aval sont réalisées par des capteurs 
Rosemount. Le décolmatage et le nettoyage des membranes peuvent être réalisés en cours de 
fermentation. Un réseau de nettoyage a été prévu pour ce type d’opération : la membrane non 
utilisée est décolmatée après avoir été rincée à l’eau par utilisation d’une solution de soude 
1% (w/v) dans une cuve puis d’une solution d’acide nitrique 1% (w/v). Le fonctionnement 
d’une pompe indépendante assure la répartition des produits. Des rinçages à l’eau sont 
effectués entre chaque solution de nettoyage. Après le passage de la dernière solution de 
Q21
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Qp
Q23
Q32Q1QeauQmilieuQglucose
Air
O2O2
CO2
CO2
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nettoyage, un rinçage à l’eau distillée est opérée jusqu’à obtenir un pH proche de 7 avant une 
stérilisation in situ de la membrane nettoyée. 
La circulation des fluides (alimentation du réacteur R1 en glucose concentré à raison de 
500 g/L, en vitamines et en milieu, circulation de R1 vers R2 et de R2 vers R1, soutirage du 
perméat) est réalisée par des pompes péristaltiques : 
 
 Masterflex modèle 7523-12 pour l’apport de glucose sur le réacteur R1 
modèle 7521-35 pour le soutirage du perméat au niveau du réacteur R2 
modèle 7521-57 pour la recirculation entre les deux réacteurs 
 Ismatec modèle ISM 829 pour le débit du milieu (Qm), de vitamines (Qv) au niveau du 
première réacteur et de purge (Qpg ) au niveau du deuxième réacteur 
 Milton Roy modèle A963-162M pour l’ajout de l’eau (Qw) dans le premier réacteur 
 
La gamme du débit des pompes dépend directement de la taille de la tète de pompe. Trois 
étalonnages différents sont réalisés selon la gamme de débit souhaité. Les étalonnages sont 
réalisés entre une valeur maximale (F) et une valeur minimale (f) de la gamme, sauf pour la 
pompe du milieu salin ou un étalonnage dans la gamme maximale est réalisé. Le tableau III. 1 
décrit de manière succincte la gamme de validité des débits de chaque pompe correspondants 
a chaque type d’étalonnage qui sera établie en fonction du débit déterminé par la simulation 
afin d’obtenir les objectifs souhaités. 
Tableau III. 1. Les pompes  du BBRC 
Fluide Tête de pompe Gamme de validité Etalonnage 
14 0,15 – 1,5  L/h F Milieu salin 13 0,04 – 0,4  L/h f 
16 0,5 – 5  L/h F Glucose 14 0,15 – 1,5 L/h f 
15 1,02 – 10,2 L/h F R2 vers R1 14 0,15-1,5 L/h f 
15 1,02 – 10,2 L/h F Perméat 16 0,5 – 5 L/h f 
Purge 13 0,04 – 0,4 L/h F 
Où  F : gamme maximale, f : gamme minimale 
 
La circulation du milieu réactionnel dans la boucle est assurée par une pompe PCM à 
piston rotatif de débit maximal 5 m3 / h. Deux débitmètres massiques à effet coriolis (Brooks 
Micromotion) permettent de déterminer les débits totaux au niveau du perméat et de la boucle 
de recirculation. Les débits d’air dans chacun des fermenteurs sont mesurés et commandés par 
deux débitmètres massiques Instrutec. 
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Un échangeur multitubulaire à contre-courant, une seule passe est placé en sortie des 
membranes. Le débit d’eau dans sa double enveloppe est régulé par l’intermédiaire d’une 
électrovanne sur la mesure de température de sortie de l’échangeur, ce dispositif assure la 
régulation thermique du deuxième réacteur. Les gaz de fermentation issus des deux 
fermenteurs sont envoyés vers une Chromatographie Phase Gaz, via un condenseur. Un 
cyclone a été placé à la sortie de la membrane d’ultrafiltration dans le but de désorber le gaz 
dissous (essentiellement du CO2) et de réduire ainsi la rétention gazeuse dans la phase liquide 
en sortie de la boucle d’ultrafiltration. 
 Le système de commande et d’acquisition a été réalisé en collaboration avec l’équipe 
d’Automatique des Bioréacteurs du LAAS/CNRS, Toulouse. L’environnement informatique permet :  
l’étalonnage des capteurs et des pompes, la commande des pompes d’alimentation en eau et de 
circulation de R1 vers R2 par des détecteurs de niveau dans les deux fermenteurs respectivement R1 et 
R2, l’acquisition en temps réel de tous les débits de pompes, des mesures des débitmètres massiques 
liquide et gaz, des capteurs de température, pH, agitation et oxygène dissous, des pressions amont et 
aval des modules d’ultrafiltration, des compositions des gaz de sortie des fermenteurs ; la gestion 
informatisée des systèmes de sécurité. Une photographie du pilote tel qu’il existe actuellement est 
présentée sur la figure III. 2.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure III. 2. Photographie du pilote bioréacteur biétagé à recyclage cellulaire. 
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III. 4. 2. Milieu de fermentation  Bioréacteur Biétagé à recyclage cellulaire 
 
Deux milieux de culture sont utilisés : un milieu en culture mode batch et un milieu en 
culture mode continu. 
III. 4. 2. 1. Milieu de fermentation phase de démarrage en mode batch.  
 
Le milieu de fermentation en mode batch est utilisé pour les précultures et la première 
phase de démarrage du bioréacteur bi-étagé à recyclage cellulaire (BBRC). Il s’agit du milieu 
synthétique dont la composition est reportée dans la section III.3.1. 
III. 4. 2. 2. Milieu de fermentation apport pour la phase en mode continu. 
  
 La détermination de la composition du milieu apporté en condition de culture continue 
a été basée sur les données bibliographiques des rendements minimum et maximum 
nécessaires à la formation de la biomasse élément par élément (méthode de calcul du facteur 
d’excès par rapport au carbone développée par Egli et Fiecher, 1981).   
 Les concentrations des différents composants du milieu apporté en mode continu sont 
les suivantes : 
Sels principaux Vitamines Oligo-éléments 
KH2PO4                45,8 g/L Acide pantothénique 5,0*10-3g/L ZnSO47H2O    3.3 g/L 
(NH4)2SO4            29.3 g/L Acide nicotinique     5,0*10-3 g/L MnSO4H2O     0.2 g/L 
Na2HPO412H2O   7,0 g/L Mésoinositol        125,0*10-3 g/L CoCl26H2O     0.1g/L 
MgSO47H2O       27,4 g/L Thiamine                  5,0*10-3 g/L CuSO45H2O    0.4 g/L 
 Pyridoxine                5,0*10-3 g/L NaMoO42H2O 0.03 g/L 
 Biotine                     1,2*10-5 g/L CaCl22H2O      2.3 g/L 
 Acide para-aminobenzoïque   1,0*10-3 g/L (NH4)2Fe(SO4)66H2O  3.3 g/L 
  H3BO3               0.01 g/L 
 
 Les sels principaux et les oligo-éléments sont dissous dans l’eau du réseau. Des bidons 
de 50 L sont préparés pour la phase continue. Le pH de ce milieu est abaissé à 1 par ajout de 
l’acide orthophosphorique (H3PO4)  afin d’éviter la précipitation de certains éléments. Les 
bidons (50L) sont stérilisés par autoclavage pendant 30 minutes à 121°C.   
 La solution de vitamines est préparée à pH 6,5 contenant l'ensemble des composés 
sauf la biotine, qui est préparée séparément. Les solutions sont stérilisées sur filtre Stéricup 
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0,2 µm (SARTORIUS) et conservées à 4°C. La solution de vitamines est ajoutée 
séquentiellement par une pompe à débit ajustable en fonction des besoins de la levure. 
III. 4. 3. Préparation de l'inoculum. 
 
L’inoculum est réalisé en 3 étapes (tubes, prélevains et levain). Quatre tubes contenant 
chacun 15 mL de milieu de culture (III. 2. 2) sont ensemencés à partir de colonies isolées sur 
gélose (III. 2. 1). Ces tubes sont incubés pendant 12 heures à 30°C sous agitation (100 rpm).  
Le contenu de chaque tube est ensuite transféré dans un Erlenmeyer bafflé de 250 mL 
contenant 135 mL de milieu de culture (III. 2. 2) (prélevains). Ces Erlenmeyers sont incubés 
12 heures à 30°C sous agitation (100 rpm). Chaque prélevain (150 mL) sert alors à 
ensemencer un Erlenmeyer bafflé de 3L contenant 1,35 L de milieu de fermentation (III. 3. 1) 
contenant 50 g/L de glucose. Ces cultures sont alors incubées 12 heures à 30°C sous agitation 
(100 rpm). De cette manière on obtient ainsi le levain qui servira à ensemencer le bioréactor à 
10 % (v/v). 
 
III. 4. 4. Mise en œuvre du BBRC 
 
Le premier réacteur (R1) contenant 3 litres de milieu salin est stérilisé à l’autoclave (1 
Bar, 121 °C, 30 min) en ayant réalisé l’étalonnage de la sonde pH préalablement. Le reste de 
l’installation (deuxième réacteur inclus) est stérilisé in situ sous flux de vapeur vive (95-
100°C) pendant 120 minutes. Lorsque l’installation est stérile, 9,45 L de milieu de 
fermentation (III. 3. 1) sont ajoutés stérilement. L’étalonnage de la sonde de pO2 est effectué à 
une température de 30°C.  
La quantité nécessaire de glucose est ajoutée à partir d’une solution concentré à 700 
g/L dans chaque réacteur pour atteindre une concentration finale de 100g/L ; la circulation du 
milieu dans l’installation (R2 et module d’ultrafiltration) avec l’aide de la pompe permet 
d’homogénéiser la concentration en sucre dans tout le système. Les vitamines sont ensuite 
ajoutées dans le milieu. L'apport est réalisé à la seringue à travers un septum. Des ajouts 
séquentiels de vitamines et de biotine sont effectués à chaque doublement de population 
durant la phase batch du processus de démarrage du BBRC (Alfenore et al. 2002). 
 
III. 4. 5. Procédure de démarrage du pilote Biétagé à recyclage cellulaire 
 
La procédure de démarrage du pilote a lieu en deux phases :  
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1. Phase Batch. Chaque réacteur est ensemencé à 10% (v/v) à partir d’un levain préparé 
comme indiqué dans la section III. 4. 3. La vitesse d’agitation est fixée à 400 rpm jusqu’à 
ce que la pO2 atteigne 20% puis augmentée de façon à ne pas limiter la culture en 
oxygène. La température est régulée à 30°C et le pH à 4 à l’aide d’une solution 
d’ammoniaque à 14% v/v. Cette étape vise à atteindre 8 - 10 g/L de biomasse contenant 
90 - 100 % des cellules viables dans chacun des deux réacteurs. Les deux réacteurs en 
mode batch sont menés séparément sans fonctionnement de la boucle de récirculation de 
R1 vers R2. Lorsque la concentration en glucose résiduel est proche de 20 g/L, un nouvel 
ajout de glucose peut être réalisé afin de ne pas limiter la culture en substrat. 
2. Phase continue. Lorsque la concentration en biomasse est de l’ordre de 8 - 10 g/L, le 
fonctionnement du bioréacteur en mode continu est initié avec les consignes de débit 
définies par le modèle, en fonction des objectifs établis pour l’expérimentation. Le 
glucose est apporté à partir d’une solution concentrée à 500 g/L environ. La concentration 
de la solution de glucose, ainsi que sa masse volumique, sont déterminées précisément 
après stérilisation (121°C, 30 min, 1 bar) et refroidissement de la solution. La boucle de 
circulation entre les deux étages, les alimentations en glucose et en milieu salin, ainsi que 
les soutirages purge et pérmeat sont imposés. Les débits de pompes sont ajustés en 
fonction des objectifs fixés au début de l’expérience. L’apport des vitamines pendant la 
phase continue se fait à partir d’une solution concentrée 100 fois avec un débit de 0.03L/h. 
 
III. 5. Méthodes analytiques 
III. 5. 1. Caractérisation de la biomasse 
III. 5. 1. 1. Mesure de la densité optique DO 
 
L’évolution de la densité cellulaire est estimée par spectrophotométrie à 620nm 
(spectrophotomètre HITACHI® U-1100) dans une cuve en verre de 2mm de trajet optique. La 
suspension cellulaire est diluée afin d’obtenir une densité optique comprise entre 0,1 et 0,6 
unités d’absorbance.    
III. 5. 1. 2. Détermination de la matière sèche 
 
La biomasse sèche est déterminée par une méthode gravimétrique et exprimée en g/L. 
Un volume connu de culture est filtré sur une membrane préalablement séchée et pesée, suivi 
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d’un rinçage avec l’eau distillée. Lorsque les concentrations en biomasse sont trop 
importantes, un volume de culture de 1 mL est introduit dans un tube eppendorf 
préalablement séché et pesé. Après centrifugation (12000 g, 5 min), le surnageant est séparé, 
la matière sèche est rincée deux fois avec de l’eau distillée. 
 Les filtres et tubes sont séchés à l’étuve à 60°C sous vide (200 mm de Hg) pendant 48 
heures, puis pesés. La différence de masse avant et après filtration de la suspension cellulaire 
dans le tube permet de déterminer la masse sèche (g/L).  
 
III. 5. 1. 3. Détermination du nombre de cellules et de la viabilité 
         
 Le principe de la réaction de marquage repose sur le fait que le Bleu de méthylène 
pénètre par diffusion dans toutes les cellules et est réduit en une forme non colorée dans le 
cytoplasme si les cellules sont actives (Jones, 1987 ; Boyd et al. 2003 ; Zhang et Fang, 2004 ; 
Bapat et al. 2006). Les cellules actives apparaissent incolores tandis que les cellules mortes se 
colorent en bleu (voir figure III. 3) (Manabu et al. 1994). Le pourcentage de viabilité est 
calculé comme le rapport entre le nombre de cellules actives et le nombre total de cellules, en 
utilisant la formule suivante :  
% viabilité = Nombre de cellules actives / (Nombre de Cellules Actives + Nombre de  Cellules Mortes) 
Nombre Total de cellules/mL = (Nombre de cellules comptés / Nombre de carreaux comptés)*dilution*250000  
 
Figure III.  3. Exemple de la vue au microscope sur la cellule de Thoma, après coloration au bleu du méthylène  
 
La détermination de la concentration cellulaire (en nombre de cellules par millilitre) est 
réalisée par comptage sur la cellule de THOMA, après coloration au Bleu de méthylène. Une 
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cellule de THOMA se compose de 16 carreaux, divisés chacun en 16 petits carreaux, le 
quadrillage étant un carré de 1 mm de côté (figure III. 4). Pour la détermination de la viabilité 
cellulaire, un volume de suspension cellulaire est mélangé à un volume de solution de bleu de 
méthylène (ce réactif est préparé de la façon suivante : 10mg de bleu de méthylène sont 
diluées dans 10mL d’eau distillée, avec 2g de tricitrate de sodium dihydraté ajoutés et puis la 
solution est filtrée sur membrane Ministar 0,2µm (Sartorius®), et complétée à 100mL avec de 
l’eau distillée. Après 5 minutes de réaction à température ambiante, le mélange est introduit 
dans la cellule de Thoma. Les cellules de levure sont alors comptées au microscope optique 
(OLYMPUS® BH, grossissement 40x10).  
 
Figure III. 4. Schéma du quadrillage de la cellule de THOMA 
 
Les levures se répartissent  sur la lame de manière aléatoire. Les règles de comptage 
appliquées sont les suivantes : pour des cellules chevauchant les lignes de quadrillage, seules 
les cellules chevauchant la ligne horizontale supérieure et la ligne verticale droite sont 
comptées. Lorsque les cellules sont bourgeonnantes, si la taille de la cellule fille est 
supérieure ou égale à la moitié de la taille de la cellule mère, la cellule fille compte comme 
une cellule. Le nombre de cellules doit être compris entre 150 et 300 pour que l’erreur 
effectuée sur le comptage soit inférieure à 10% (Postgate, 1969 ; McLean et al. 2001).  
 
III. 5. 1. 4. Etalements sur milieu solide 
 
On définit les cellules viables, comme les cellules capables de se dupliquer. Cette fraction 
de la population est déterminée par étalement sur milieu solide. Les dilutions sont réalisées 
avec de l’eau physiologique (0,9 w/v NaCl :H2O).   
Un échantillon est prélevé stérilement au cours de la fermentation et dilué successivement 
au dixième jusqu’à atteindre le niveau de dilution permettant d’obtenir au mieux une cellule 
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par millilitre de suspension. 1mL des deux décades précédentes ainsi que celle de cette 
dernière dilution sont alors étalés sur milieu gélose. Chaque dilution est étalée sur 3 boîtes 
différentes afin de faire la moyenne de résultats. Après 48 heures d’incubation à 30°C le 
nombre de colonies est compté sur chaque boîte et pour chaque dilution. La représentation de 
la méthode décrite est montrée dans la figure III. 5.  
Cette méthode permet de quantifier les cellules viables, capables de former colonies. Le 
résultat du comptage est donné en unités formatrices de colonies (UFC/mL). En fait, pour 
éviter d’importantes erreurs de mesure, le nombre de colonies comptées sur une boîte doit se 
situer entre 30 et 300 colonies. En dehors de cette zone les comptages deviennent impossibles 
(trop de cellules) et/ou peu précis (Alfenore, 1999).    
 
Dilutions décimales Etalement sur boîte Incubation 30°C Comptage 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure III. 5. Etalements sur milieu solide. Comptage de colonies. 
 
III. 5. 2. Dosage du glucose extracellulaire 
  
 L’évolution de la consommation en substrat permet de suivre la dynamique de 
cultures. Deux techniques de dosage sont utilisées pour déterminer la concentration en 
glucose dans le milieu de culture: une méthode enzymatique (YSI) et une analyse par 
chromatographie liquide à haute performance (HPLC). 
 
III. 5. 2. 1. Méthode enzymatique par l’Y.S.I. 
 
Au préalable, il est nécessaire de préparer l'échantillon : la suspension de levure est 
centrifugée (12 000 g, 5 min). Le surnageant est séparé du culot cellulaire et éventuellement 
200µL 
200µL 
200µL 
Dilution 
x10 
Èchantillon 
Dilution 
x10 
Dilution 
x10 
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dilué pour injection dans l'analyseur automatique YSI 27 A (Yellow Springs Instruments). 
La gamme de linéarité de l'appareil de mesure est [0 – 2,5 g/L]. Son principe repose sur la 
détection de l'eau oxygénée libérée lors de la transformation du glucose en acide gluconique 
par la glucose oxydase, enzyme immobilisée sur une membrane, selon la réaction : 
 
Glucose + 2H2O + O2 → acide gluconique + 2H2O2                                                 (III. 1) 
 
 L’oxydation de H2O2 par une électrode de platine libère un flux d’électrons. Le courant 
ainsi créé est proportionnel à la concentration en glucose. Après étalonnage de l’appareil, la 
concentration en glucose est directement lue sur un écran à affichage digital en mg/dL. La 
précision de l'appareil est de l'ordre de 10 %.  
III. 5. 2. 2.  Analyse par chromatographie liquide. Dosage du substrat et 
autres  métabolites. 
La technique de chromatographie de liquide à haute pression permet de quantifier les 
concentrations en glucose et autres métabolites tels que l’éthanol, l’acide acétique, le glycérol 
et l’acide succinique excrétés au cours des cultures. Tous ces composés ont fait l’objet d’un 
étalonnage. L'étalonnage est réalisé à partir de solutions contenant les différents composés à 
analyser dans des gammes de concentrations variables. Les temps de rétention permettent 
alors d’identifier les composés présents dans les échantillons (Tableau III. 2). La phase mobile 
utilisé est une phase polaire constituée d’un mélange d’acide sulfurique dans de l’eau 
ultrapure. La concentration en acide sulfurique est de 0,005 moles par litre. L’éluant est 
préparé et préalablement dégazé sous vide. Le débit de la phase mobile est fixé à 0,5 mL/min 
pendant toute la durée d'une acquisition, soit 40 minutes par échantillon. 
  
    Tableau III. 2. Temps de rétention des composés quantifiés par HPLC 
Composé Glucose Succinate Glycérol Acétate Ethanol 
Temps de rétention (min) 
10,840 14,201 16,200 18,400 26,255 
 
 
L'échantillon prélevé du milieu de fermentation est centrifugé. Le surnageant est 
ensuite filtré sur membrane en acétate de cellulose (Minisart Sartorius 0,2 µm). Les filtrats 
sont placés dans des flacons fermés munis d'un septum perforable par l'aiguille d'injection, 20 
Chapitre III. Matériel et Méthodes 
 - 67 -   
µl d’échantillon sont injectés pour l’analyse. Le chromatographe utilisé est une chaîne 
WATERS, Alliance 2690 ; équipé d'un réfractomètre (WATERS 410), d’un détecteur UV à 
barrette diode (WATERS 996) et d'un logiciel d'acquisition et de traitement des données 
(Millenium 3.2). La colonne est du type Aminex HPX-87H (300 mm x 7,8 mm), placée dans 
un four dont la température est fixée à 50 °C. Les conditions opératoires sont rappelées ci-
dessous : 
Colonne Aminex HPX-87H (300mmx7,8mm) Volume d’échantillon injecté : 20 µL 
Phase mobile : H2SO4 5mM Débit de la phase mobile : 0,5mL/min 
Température du four : 50°C Durée de l’analyse : 40min 
   
 
 III. 5. 3. Caractérisation de la pression osmotique 
 
La pression osmotique a été déterminée par un micro-osmomètre automatique 
Hermann Roebling type 12/12DR (Messtechnik, Berlin, Germany). Le principe de 
fonctionnement de l’appareil est basé sur la détermination du point de congélation des 
solutions aqueuses ; l’abaissement du point de congélation par rapport à celui de l’eau 
distillée donne une mesure directe de la concentration osmolaire. Le point de congélation de 
l’eau pure est de 0°C. Le point de congélation d’une solution dont l’osmolarité de 1 
osmole/KgEau est de –1,858°C. Avant toute mesure, l’appareil est calibré en utilisant de l’eau 
distillée et une solution standard (présentant une osmolarité de 300 milliosmoles/KgEau), 
fixant ainsi la gamme d’utilisation de l’appareil.  1,5 mL d’échantillon de la culture cellulaire 
sont centrifugés pendant 5 min. à 4°C à 13000 g ; 100 µL du surnageant sont stockés dans un 
tube eppendorf fixé ensuite à la tête de mesure qui est alors abaissée dans le compartiment 
réfrigéré. Le résultat obtenu est exprimé en milliosmoles/KgEau. 
 
III. 5. 4. Analyse des gaz  
 
L’analyse des gaz de sortie permet de suivre la dynamique de culture en réalisant les 
bilans carbone et redox. La composition des gaz de sortie est déterminée par chromatographie 
en phase gazeuse (CPG). Le chromatographe utilisé est du type INTERSMAT®, IGC 120 
MB, équipé d’un détecteur catharomètre et d’une colonne remplie de PORAPAK Q, tamis 
moléculaire 5 Å.  La température du four est de 40 °C (isotherme). L’injecteur est maintenu à 
50 °C et le détecteur à 270 °C. Le gaz vecteur utilisé est l’hydrogène. L’injection est réalisée 
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par vanne six voies avec un volume d'injection de 200 µl. Des analyses de gaz par CPG sont 
effectuées toutes les 15 minutes sur chaque étage du réacteur. La composition de l’air et d’un 
mélange étalon de CO2, O2 et N2 permet d’étalonner l’appareillage. L'intégrateur calcule les 
pourcentages en CO2, O2 et N2 dans le courant gazeux sur la base de la somme des surfaces 
relatives aux trois pics. De cette manière dans ce système d’analyse, l’argon présent dans l’air 
à raison de 0,93 % n'est pas séparé de l’azote et a un coefficient de réponse proche de 
l’oxygène. Cette erreur se répercute alors sur les pourcentages de CO2 et N2. Il est donc 
nécessaire réaliser des calculs correctifs des pourcentages en CO2, O2 et N2 selon les 
équations suivantes : 
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Oú : h= réacteur, soit  h = 1 → R1 ou  h = 2 → R2. %CO2 m, %N2 m, %O2 m représentent les 
pourcentages de dioxyde de carbone, d’azote et d’oxygène mesurés respectivement. α est le rapport argon/azote 
dans l’air (α = 0,011967) et β est le rapport des coefficients de réponse entre l’oxygène  et l’argon (β = 0,93972).  
 
Bilans gaz sur les deux réacteurs.  Les bilans gazeux sont réalisés sur chaque réacteur (R1 
et R2) afin de déterminer les vitesses de production de CO2 (rCO2 en mol/h) et de 
consommation d’oxygène (rO2 en mol/h) ; le logiciel réalisé par Ben Chaabane (2006) 
s’appuie sur un bilan entrée-sortie sur le gaz inerte N2 pour calculer le débit de gaz de sortie 
(figure III. 6). 
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Figure III. 6. Schéma de l’entrée et la sortie de gaz au niveau des deux réacteurs sur le BBRC (Ben Chaabane, 
2006). 
 
 
Azote. La variation du pourcentage d’azote dans les gaz de sortie est due uniquement à la 
production de CO2 et à la consommation d’O2 pendant la culture puisque les levures ne 
produisent pas, ni ne consomment d’azote gazeux. Dans la phase liquide, l’azote est très peu 
soluble et le terme d’accumulation est négligeable. Le bilan de matière sur l’azote et la 
mesure du débit d’entrée permettent de déterminer le débit de sortie de la façon suivante: 
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Oxygène. L’oxygène se trouve présent sous sa forme dissoute dans le milieu liquide et il est 
mesuré  en terme de pression d’oxygène (pO2). A saturation en oxygène et dans les conditions 
de fermentation (Pferm =1 bar, 30 °C) une pO2 est égale à 100 %, équivaut à 7,51 mg 
d'oxygène par litre de milieu. Les bilans de matière sur l’oxygène au niveau de chaque 
réacteur (voir figure III. 6) permettent de calculer les vitesses de consommation d’oxygène 
rO2 pour chaque réacteur. 
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Réacteur R1 : 
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Où O2sat représente la concentration en oxygène dissous à saturation dans le milieu à 30°C et 
sous 1 bar et pO2 est la quantité d’oxygène dissous mesurée dans le réacteur par la sonde à 
oxygène en pourcentage de la saturation. Dans l’hypothèse où le volume liquide (VL) et le 
volume de gaz (VG) sont constants… 
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 Réacteur R2 : 
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Dioxyde de carbone. Le CO2 se trouve sous deux formes principales : la forme dissoute 
(CO2d) et les formes dissociées (HCO3-, CO3-2). La constante d'équilibre à 30°C de la première 
dissociation (CO2d + H2O ↔ HCO3- + H+) est : K= (HCO3- . H+)/CO2d  = 4,71.10-7 mol/L 
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Au pH auquel les cultures sont réalisées (pH=4), la quantité de HCO3- dissous est 
négligeable et représente moins de 0,1 % du CO2 dissous  (Guillou, 1996). Ainsi la part de 
CO3-2 est elle d’autant négligeable. 
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Figure III. 7. Effet du pH sur la distribution des carbonates en solution (Guillou, 1996) 
 
 
En définissant le bilan de matière sur le CO2 dans chacun des réacteurs par les équations : 
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la vitesse de production de CO2 s’écrit alors : 
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III. 6. Traitement des résultats 
Le modèle de fonctionnement du bioréacteur biétagé avec recyclage cellulaire par un 
module externe d’ultrafiltration (voir figure III. 1) dont le principe et la description ont été 
précisés antérieurement, a été établie dans la thèse de Ben Chaabane (2006) ; ce modèle 
repose sur les hypothèses suivantes :  
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1) Les deux réacteurs sont infiniment mélangés  
2) Le volume de chacun des réacteurs est maintenu constant  
3) La biomasse totale est constituée de biomasse viable Xv et inactive (Xt-Xv)  
4) Il n’existe pas de limitation aux transferts (régime biologique)  
5) La membrane retient sélectivement la biomasse 
6) Les compositions des phases liquides de part et d’autre de la membrane sont alors 
identiques  
7) Le temps d’adaptation des cellules (aux conditions environnementales différentes) 
lorsqu’elles sont transférées entre les deux étages du réacteur est immédiat  
8) Le temps de séjour de la biomasse dans la boucle de recirculation est supposé 
négligeable 
9) Les concentrations en glycérol et éthanol intracellulaire et extracellulaire sont 
considérées égales  
10) Il existe une condensation totale des gaz volatils au niveau des condenseurs  
11) En prenant en compte les fortes concentrations cellulaires attendues dans le second 
étage du réacteur, il existe deux phases, la phase solide (biomasse) et la phase liquide du 
milieu (Monbouquette, 1987 ; Nishiwaki et Dunn, 1999; Atala et al. 2001)  
12) Le volume de la phase biomasse s’exprime par : ρ=
ii tiB XVV . ρitX  (litre de 
biomasse par litre de milieu) représente la fraction de volume occupée par la biomasse  
13) La concentration en glucose dans la phase biomasse est considérée nulle 
(Monbouquette, 1987; Jarzebski et al. 1989; Groot et al. 1992) ; le glucose est phosphorylé en 
glucose-6-phosphate lorsqu’il traverse la membrane cellulaire  
14) la concentration en éthanol intracellulaire est considéré égale à la concentration en 
éthanol dans la phase liquide (Monbouquette, 1987; Groot et al. 1992 ; Nishiwaki et Dunn, 
1999; Atala et al. 2001).  
 
L’ensemble des équations de bilan matière pour les différentes variables d’état a été établi 
sur chacun des étages du réacteur. En considérant divers modèles de croissance et de 
production de Saccharomyces cerevisiae en bioréacteur à recyclage cellulaire mentionnés 
dans la littérature, un modèle cinétique a été développé. Les paramètres biologiques du 
modèle différent selon les conditions d’aération même si la structure du modèle cinétique est 
identique pour les deux étages du pilote. Les paramètres biologiques du système ont été 
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identifiés sur la base de résultats expérimentaux établis au Laboratoire en cultures en mode 
fed-batch aéré et microaéré (Alfenore et al. 2002).  
Le logiciel pour le traitement de résultats du BBRC permet de réajuster statistiquement les 
données brutes pour boucler les bilans élémentaires (bilans carbone et oxydoréductif) lorsque 
les mesures contiennent de faibles erreurs aléatoires et de détecter des erreurs importantes ou 
systématiques sur les mesures. Le logiciel de réconciliation est basé sur un principe de 
minimisation de la somme des valeurs absolues des bilans élémentaires (carbone et redox) au 
niveau du BBRC et de chaque réacteur. Cette minimisation est réalisée sous contraintes et en 
faisant varier les concentrations et les débits dans le domaine de l’incertitude expérimentale. 
Les valeurs expérimentales sont comparées avec les valeurs réconciliées afin de détecter 
d’éventuelles erreurs. Les valeurs réconciliées permettent la réalisation des calculs des 
vitesses spécifiques et rendements après une analyse de l’écart absolu entre valeurs 
expérimentales et réconciliées. 
 
 
III. 6. 1. Temps de séjour 
 
Les temps de séjour, les taux de dilution hydraulique et le taux de purge de la biomasse 
sur le bioprocédé sont définis de la manière suivante : 
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 Temps de séjour du liquide dans R1: 
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 Temps de séjour du liquide dans R2: 
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 Taux de dilution hydraulique:     
i
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III. 6. 2. Bilans de matière 
 
 Les vitesses spécifiques de production (biomasse, éthanol, glycérol, acides acétique et 
succinique) et de consommation (glucose) peuvent être calculées à partir des bilans matières 
effectuées sur chacun de deux réacteurs. Ces équations ont été mises en places dans le logiciel 
décrit précédemment (III.6) ; en utilisant les concentrations de tous les métabolites présents 
dans le milieu, la viabilité (biomasse viable), les débits d’alimentation et d’extraction de 
chaque pompe et la quantité de gaz obtenu à la sortie de chaque fermenteur en fonction du 
temps,  il est possible obtenir les vitesses spécifiques de production et de consommation ainsi 
que tous les résultats de l’expérimentation, la productivité et les rendements. 
 Les équations suivantes décrivent les bilans matière établis pour les cinq variables 
considérées au niveau de chaque étage du BBRC en régime permanent. 
 
Bilans de matière sur le premier réacteur en régime permanent 
 
 Biomasse : 
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 Glucose : 
( )
( )
( ) ( ) ( ) dt
dX
X
SX
X
q
S
V
QS
VX
QX
S
VX
Q
dt
dS t
t
v
t
S
t
t
f
t
s 1
1
1
1
1
1
2
max
1
1
1
1
12
2
1
21
1
1
−ρ
+
−ρ
ρ
−−
−ρ
−ρ
+
−ρ
ρ
=       (III. 21) 
 
 
 
 
Chapitre III. Matériel et Méthodes 
 - 75 -   
 Produits (éthanol, glycérol, acide acétique et acide succinique) : 
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Bilans de matière sur le second réacteur couplé au module d’ultrafiltration  
 
 Biomasse : 
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 Glucose : 
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 Produits (éthanol, glycérol, acide acétique et acide succinique) : 
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III. 6. 3. Productivités et rendements en éthanol 
  
 Le rendement en éthanol produit est noté YP/S, il rend compte de la quantité d’éthanol 
produit par rapport à la quantité de substrat consommé. Par ailleurs le rendement industriel en 
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éthanol ( indSPY / ) est défini comme la quantité d’éthanol en sortie du bioprocédé par rapport à la 
quantité totale de substrat consommé. La productivité est souvent définie comme la quantité 
d’éthanol produite par unité de temps tandis que la productivité industrielle ( indrP ) correspond 
à la quantité d’éthanol obtenu dans le bioprocédé en fonction du débit d’extraction, dans notre 
cas le pérmeat (QP). 
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III. 6. 4. Expression des vitesses spécifiques 
 
Vitesse spécifique de consommation de substrat qS. Quatre réactions ont été prises en compte 
dans chaque réacteur en considérant : la croissance, la production d’éthanol, la production de 
glycérol et la réaction de maintenance.  
 Croissance : vitesse de réaction = r1 
1 C6H12O6 + Sels + Vitamines + O2 + NH3 → YX/S Biomasse + CO2+ H2O                 (III. 35) 
 Production d’éthanol : vitesse de réaction = r2 
1 C6H12O6 → YP/S C2H5OH + CO2+ H2O                                                                      (III. 36) 
 Production de glycérol : vitesse de réaction = r3 
1 C6H12O6 → YG/S C3H8O3 + H2O                                                                                  (III. 37) 
 Réaction de maintenance : vitesse de réaction = r4 
1 C6H12O6 + 6 O2 → 6 CO2 + 6 H2O                                                                             (III. 38) 
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 Les vitesses spécifiques nettes de conversion d’un composé k sont décrites par le 
terme qknet. De cette manière, le substrat a une vitesse de conversion négative puisqu’il est 
consommé au cours de la fermentation, alors qu’elle est positive pour les produits. 
 
  4321 rrrrq
net
S −−−−=     (III. 39)    
   SX
net
X Yrq v /1=µ=                 (III. 40)  
   SPP
net
P Yrq /2=ν=                 (III. 41)  
   SGG
net
G Yrq /3=ν=                            (III. 42)  
   
net
SS qq −=                             (III. 43)  
 
En considérant le terme maintenance comme le coefficient de maintenance 
correspondant à r4, l’expression de la vitesse spécifique de consommation de substrat est : 
SG
G
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SX
S YYY
µq
///
νν ++= +maintenance                            (III. 44) 
où YX/S, YP/S et YG/S représentent les rendements théoriques limites de transformation de 
glucose en biomasse, éthanol et glycérol respectivement. 
 
Modèles phénoménologiques utilisés pour décrire hors cinétique 
 
Vitesse spécifique de croissance µ 
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Vitesse spécifique de production d’éthanol (νp) 
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Des fonctions non linéaires représentent la limitation en substrat et l’inhibition par l’éthanol. 
Lorsque P devient supérieure ou égale à Pmx le taux de croissance s’annule et puis la vitesse 
spécifique de production d’éthanol décroît jusqu’à ce que P soit supérieure ou égale à Pmp. 
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IV. RESULTATS ET DISCUSSION 
 
Une des difficultés majeures de l’étude de la tolérance de la levure Saccharomyces 
cerevisiae à l’éthanol pour identifier les phénomènes biologiques impliqués, est qu’il n’existe 
pas de définition, de technique, ni de mesure unanimement reconnues. Les travaux antérieurs 
s’accordent  sur le fait que l’éthanol inhibe la croissance cellulaire, et la capacité fermentaire 
de la levure et réduit la viabilité cellulaire. En ce sens, dans notre étude, l’impact de l’éthanol 
est analysé sur le comportement macrocinétique (croissance cellulaire, viabilité, capacités et 
performances (rendements, production, …)) afin de contribuer à l’identification et la 
caractérisation de la réponse du microorganisme à son environnement pour optimiser son 
activité et intensifier les performances de production d’éthanol.  
Comme cela sera développé en détail dans la première partie de ce chapitre, une des 
applications visée est la gestion de l’activité cellulaire lors du transfert des microorganismes 
entre les deux étages du BBRC développé au LISBP et ainsi l’obtention de productivités en 
éthanol très élevées, jusqu’à 40 fois les productivités industrielles.  
L’objectif des expériences présentées dans les parties suivantes de ce chapitre est de 
quantifier et caractériser l’adaptation de la cellule et la modulation de l’activité cellulaire sous 
contraintes environnementales en focalisant sur la viabilité cellulaire. Ce travail comprend 
deux parties expérimentales : 
La première partie est consacrée à l’étude de la réponse dynamique de la levure en 
fonction de l’état physiologique initial des cellules et en présence de concentrations initiales 
en éthanol variables.  A partir de cultures réalisées en mode Batch et Fed-Batch (appelées 
«ex-situ») les cinétiques de la réponse microbienne doivent permettre de comprendre les 
mécanismes mis en jeu dans le maintien de la viabilité cellulaire en fonction de la 
concentration en éthanol et ainsi argumenter des domaines d’investigation expérimentale des 
travaux présentés dans la seconde partie de ce chapitre. 
La deuxième partie de ce travail expérimental consiste en cultures au sein du BBRC ; 
la démarche associe quantification expérimentale et modélisation du temps et du mode de 
réponse de la levure lorsqu’elle est transférée entre les deux étages du bioréacteur via la 
boucle de recirculation (passage entre les deux étages).  
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IV. 1. Problématique et contexte de l’étude  
 
Le bioréacteur bi-étage à recyclage cellulaire (BBRC) est un pilote conçu au sein de 
l’équipe de Génie Microbiologie du Laboratoire d’Ingénierie de Systèmes Biologiques et des 
Procédés (LISBP). De nombreux travaux expérimentaux ont été réalisés sur l’étude du 
fonctionnement du BBRC, de la caractérisation du pilote jusqu’à l’obtention des cinétiques de 
fermentation avec de très hautes performances de productivité d’éthanol. Les études (Thèses 
Ben Chaabane 2006 et Aldiguier 2006) ont permis de  caractériser, modéliser et prédire le 
fonctionnement et les performances de ce pilote en régime permanent. L’ensemble des 
résultats obtenus atteste de la reproductibilité des expériences en mode continu (régime 
permanent). Un modèle cinétique et un logiciel de réconciliation des résultats expérimentaux 
ont été développés (Ben Chaabane, 2006). 
 Le BBRC est décrit dans la partie Matériel et Méthodes (III. 4) ; il permet 
l’augmentation de la concentration cellulaire, de la concentration en éthanol et de la 
productivité dans le deuxième étage du procédé ; les cellules sont alors soumises à des 
conditions drastiques pour leur survie causées par ces fortes concentrations. L’existence d’une 
boucle de régénération entre le premier et le deuxième étage constitue l’originalité de ce bio-
procédé. Cette boucle doit permettre de gérer l’activité cellulaire dans le deuxième étage en 
permettant une régénération des cellules dans le premier réacteur où les conditions 
environnementales sont plus favorables à la croissance et à l’assimilation des nutriments. 
Au cours des travaux expérimentaux réalisés sur le BBRC, les résultats en termes de 
performance de production d’éthanol, sont positionnés au meilleur niveau international ; en 
régime permanent, il a été possible de maintenir une concentration en éthanol de 65 g/L  (8,3 
°GL) avec une concentration en biomasse de 160 gMasseSèche/L et une concentration en substrat 
résiduel proche de zéro ; ces conditions ont permis l’obtention d’une productivité de 41 g/L/h 
avec un rendement substrat/éthanol de 0,44 g/g. Les performances décrites précédemment ont 
été obtenues avec une population de cellules viables de 42%. Si la viabilité peut être 
maintenue au-dessus de 90%, la productivité alors obtenue dans le régime permanent pourrait 
atteindre au moins 82 g/L/h. 
L’objectif de ces travaux est donc de comprendre les phénomènes qui régissent la 
perte d’activité. La figure suivante (Figure IV. 1) montre les résultats obtenus lors d’une 
culture réalisée en BBRC. Après 20 heures de culture continue, on observe une chute de la 
concentration en biomasse, alors que la concentration en éthanol est faible (35 g/L) dans le 
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première étage et de 60g/L dans la deuxième étage. La viabilité se maintient autour de 50% 
tout au long de l’expérience. 
 
Figure IV. 1. Evolution des concentrations expérimentaux de la biomasse totale (), biomasse viable (), du 
glucose (•), de l'éthanol () et de la viabilité () en fonction du temps. (Ben Chaabane, 2006; Aldiguier, 2006). 
 
Plusieurs hypothèses ont été établies pour essayer d’expliquer la chute de la viabilité 
cellulaire : Ben  Chaabane (2006) évoque la possibilité d’une influence négative de la 
limitation du substrat en synergie avec le stress éthanolique dans le deuxième étage du 
bioréacteur, l’effet éventuel du dioxyde de carbone ou de la pression transmembranaire de la 
boucle d’ultrafiltration ainsi que l’influence de la concentration de l’acide acétique dans le 
milieu de culture ; il formule l’hypothèse que des concentrations en acide acétique (≥ 2g/L) 
couplés à une concentration en éthanol (≥ 60g/L) causent la diminution de la viabilité 
cellulaire. Aldiguier (2006) considère que le vieillissement de la population cellulaire pourrait 
être un facteur qui augmente la sensibilité de la levure à la concentration d’éthanol présente 
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dans le milieu de fermentation, induisant une chute de la viabilité cellulaire et des 
modifications morphologiques. 
L’effet néfaste de l’augmentation de la concentration initiale en éthanol sur les 
paramètres globaux de croissance et de production de la levure ne fait aucun doute comme 
cela a été souligné dans la revue bibliographique et confirmé par plusieurs auteurs (D’Amore 
et al. 1990 ; Dasari et al. 1990 ; Guerzoni et al. 1994 ; Sharma, 1997 ; Hallsworth, 1998 ; 
Nishiwaki et Dunn 1999 ; Oliveira et al. 1999 ; Gryta et al. 2000 ; Roher, 2001 ; Alfenore et 
al. 2002 ; Alfenore et al. 2004 ; Bai et al. 2004 ;  Furukawa et al. 2004 ; Pina et al. 2004 ; 
Aguilera et al. 2006 ; Canetta et al. 2006 ; Hu et al. 2006 ; Hirasawa et al. 2007 ; Kitagaki et 
al. 2007 ; Lei et al. 2007 ; Wang et al. 2007; Watanabe et al. 2007 ; Wei et al. 2007) ; 
néanmoins des manques apparaissent dans la littérature sur les aspects dynamiques (vitesses 
spécifiques) qui permettront de quantifier les phénomènes d’adaptation à l’environnement et 
les réponses du microorganisme lorsque des modifications environnementales surviennent. 
Compte-tenu de la configuration du pilote, la gestion de la viabilité cellulaire et/ou des 
activités fermentaires de la levure seront dépendantes des conditions opératoires (temps de 
séjour, fonction des débits d’entrée ou de sortie et des volumes de chaque étage et/ou des 
débits hydrauliques et de purge qui vont conditionner les vitesses spécifiques). 
L’objectif du projet est donc de comprendre et de quantifier le comportement des 
microorganismes lors des changements d’environnement (entre le premier et deuxième étage) 
afin de définir les cinétiques d’adaptation et le temps nécessaire pour une reprise ou un 
maintien de l’activité catalytique des cellules.  
  La stratégie expérimentale choisie consiste à cultiver des cellules dans un état 
similaire à celles déjà obtenues pour les différentes cultures réalisées sur le BBRC au niveau 
du deuxième étage. Afin de mimer le « retour » des cellules issues du deuxième étage vers le 
premier étage. Le levain, simulant le deuxième étage, sert donc à ensemencer différents 
réacteurs (dont la concentration en éthanol sera modulée afin de miner le premier étage ou le 
deuxième étage. Les modes de réponse et les dynamiques d’adaptation des cellules à ces 
changements d’environnement seront quantifies par l’analyse de dynamique de culture 
(vitesse spécifique, rendements,…) suivi de la viabilité cellulaire, la caractérisation du milieu 
extracellulaire (pression osmotique). Finalement, un modèle cinétique traduisant ces 
phénomènes sera établi.  
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IV. 2. Résultats « ex-situ » 
IV. 2. 1. Mode Opératoire 
 
 
Les études expérimentales sont réalisées en bioréacteurs parfaitement instrumentés en 
mode discontinu ou discontinu alimenté. L’analyse des fermentations a été réalisée au niveau 
macroscopique (détermination des vitesses spécifiques de croissance (µ), de production 
d’éthanol (vp) et de consommation de glucose (qs), rendements globaux, …), ainsi qu’au 
niveau microscopique (détermination de la viabilité cellulaire, mesure de la pression 
osmotique). 
Les conditions opératoires pour ces expériences ont été choisies sur la base des 
résultats et des expériences déjà réalisés en BBRC. Ainsi les viabilités des levains utilisés 
pour ces travaux se situent aux alentours de 50 % et les concentrations en éthanol dans les 
pré-cultures sont choisies dans une gamme de 60 à 110 g/L, mimant au mieux les 
performances obtenues en BBRC.  
 Les expériences réalisées ont comme objectif  l’étude du comportement dynamique 
du microorganisme comme une fonction de l’état physiologique initial lorsque les cellules 
sont soumises à différents niveaux de stress éthanolique. Les temps nécessaires pour atteindre 
les capacités maximales de production, de viabilité et de croissance lorsque les paramètres 
environnementaux sont modifiés, seront déterminés. 
Le tableau IV.1 présente de manière succincte « l’état physiologique » des levains 
obtenus, caractérisés par un pourcentage de viabilité, des concentrations en éthanol produit et 
en glucose résiduel obtenues en fin de pré-cultures, ainsi que les conditions de ré-
ensemencement, notamment en termes de concentration en éthanol pour chaque série 
d’expériences. Par souci de clarté, les résultats de chaque série sont assemblés dans un même 
graphique afin de mieux comparer les cinétiques de culture. Dans tous les graphiques 
présentés dans ce chapitre, les lignes continues correspondent aux profils lissés et les 
symboles représentent les points expérimentaux. L’évolution des différents paramètres tels 
que le substrat, la biomasse, l’éthanol et autres co-métabolites (glycérol, acides acétique et 
succinique) est présentée pour chaque expérience. 
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Tableau IV. 1. Paramètres opératoires des études expérimentales «ex-situ» faites sur milieu salin complet avec 
la levure Saccharomyces cerevisiae CBS8066, pH4, 30°C 
 
Etat du levain 
Conditions réacteurs 
[Ethanol]Initiale               [Glucose]Initiale 
5 g/L 
37 g/L 
62 g/L 
Série (A) 
50 ± 3,9 % viabilité 
60 g/L [Ethanol]Produit 
0 g/L [Glucose]Résiduel 
110 g/L 
110 g/L 
10 g/L * 
37 g/L * 
67 g/L 
89 g/L 
 
Série (B) 
50 ± 3,9 % viabilité 
100 g/L [Ethanol]Produit* 
50 g/L [Glucose]Résiduel 
106 g/L 
110 g/L 
10 g/L * 
60 g/L Série (C) 
43 ± 3,9 % viabilité 
105 g/L [Ethanol]Produit* 
40 g/L [Glucose]Résiduel 
70 g/L 
110 g/L 
* Mise en œuvre en mode Fed-batch 
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IV. 2. 2. Quantifications macroscopiques : Cinétiques de culture. 
IV. 2. 2. 1. Résultats «ex-situ» Série A. 
 
La première série des expériences a été réalisée en mode batch. Quatre fermentations 
contenant différentes concentrations en éthanol initial ajouté (5, 37, 62 et 110 g/L) et une 
concentration initiale en substrat de 110 g/L, ont été ensemencées avec le même levain qui 
contenait 60 g/L d’éthanol produit, une viabilité cellulaire de 50 ± 3,9 % et une concentration 
nulle en glucose résiduel. 
La figure IV. 2 présente l’évolution en fonction du temps des concentrations en 
biomasse, glucose et éthanol ; chaque graphique correspond à un réacteur contenant une 
concentration différente en éthanol initialement ajouté. La figure IV. 3 représente l’évolution 
de co-métabolites majeurs de la fermentation alcoolique pour cette même série d’expériences. 
La consommation du glucose est totale après 23,5 h de culture pour le réacteur 
contenant initialement 5 g/L d’éthanol et après 33 h pour le réacteur initié avec 37 g/L 
d’éthanol. Après 120 heures de culture, une faible consommation de substrat est observée 
pour le réacteur contenant initialement 62 g/L (voir figure IV. 2).  
Pour une concentration initiale en éthanol de 62 g/L, une faible activité est observée en 
début de culture : après 50 h, seulement 10 g/L de substrat ont été consommés. Le 
microorganisme a donc besoin d’une période d’adaptation beaucoup plus longue lorsque la 
concentration initiale en éthanol dans le milieu est élevée. Les résultats montrent une 
inhibition totale de toute activité catalytique et fermentaire pour une concentration initiale en 
éthanol dans le milieu supérieure à 110 g/L. La reprise des capacités de croissance et de 
production est donc d’autant plus rapide que la concentration initiale en éthanol dans le milieu 
est faible. 
La production d’acide acétique et d’acide succinique pour toutes les expériences de la 
série A est très faible (<1 g/L)  (voir figure IV. 3) ; la concentration en glycérol produite est 
directement proportionnelle à la reprise ou pas de l’activité catalytique du microorganisme. A 
mesure que la concentration en éthanol initialement ajouté dans le réacteur augmente, la 
quantité de glycérol produit augmente ; ce comportement peut être lié au rôle attribué au 
glycérol, selon plusieurs auteurs, de protecteur de la cellule en condition stressante (Omori et 
al. 1996 ; Nevoigt et Stahl, 1997 ; Wang et al. 2001 ; Bakker et al. 2001 ; Taherzadeh et al. 
2002 ; Aldiguier et al. 2004 ; Bideaux&Alfenore et al. 2006 ; Geertman et al. 2006). 
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Figure IV. 2. Evolution cinétique du glucose, de la biomasse et de l’éthanol au cours des cultures en mode batch 
de la souche Saccharomyces cerevisiae CBS8066 sur milieu minéral à différents concentrations en éthanol 
initial ; à 30°C, pH régulé à 4.0, sans limitation d’oxygène. 
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Figure IV. 3. Evolution cinétique des co-produits (acide acétique, glycérol et acide succinique) en fonction du 
temps au cours des cultures en mode batch de la souche Saccharomyces cerevisiae CBS8066 sur milieu minéral à 
différents concentrations en éthanol initial. 
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Tableau IV. 2.  Bilan des cultures mode discontinu (série A), de la souche Saccharomyces cerevisiae CBS8066 
en présence de concentrations initiales variables en éthanol. 
Expérience A1 A2 A3 A4 
 
[Ethanol]Initiale (g/L) 
 
5 
 
37 
 
62 
 
113 
Temps (h) 23,5 33 128 82 
Glucose Résiduel  (g/L) 0 2,6 32,5 110,2 
[Biomasse]Finale (g/L) 12,5 7,4 2,3 0 
[Ethanol]Produit (g/L) 38,9 36,0 13,0 0 
Y X/Sa 0,11 0,067 0,026 0 
Y P/S 0,34 0,33 0,17 0 
Y Glycérol/S 0,02 0,04 0,04 0,02 
Y Glycérol/X 0,17 0,59 1,53 --- 
Productivité moyenne globale b (g/L/h) 0,79 0,39 0,129 0 
a
 déterminé pendant la phase de croissance ; b calculé à 23,5 h  
 
Le tableau IV. 2 montre un bilan des concentrations, rendements et productivités 
globales en éthanol produit, en biomasse, en glucose résiduel obtenus à l’arrêt des cultures. 
Une diminution de la productivité de 51% est observée pour une variation de seulement 32 
g/L d’éthanol initial. Cette diminution s’accentue à mesure que la concentration initiale en 
éthanol augmente dans les réacteurs. Les rendements globaux de conversion 
biomasse/substrat diminuent de manière très nette lorsque la concentration en éthanol ajouté 
initialement augmente : le rendement biomasse/substrat diminue 42% lorsque la concentration 
initiale en éthanol est de 37 g/L et il est divisé par quatre lorsque la culture est démarrée avec 
62 g/L d’éthanol. 
 Concernant les rendements alcool/substrat dans les deux fermenteurs contenant la 
plus faible concentration en éthanol initial (5 g/L et 37 g/L), les rendements calculés sont 
d’environ 0,335 gEthanol / gGlucose; la capacité de production du microorganisme semble donc 
plus faiblement affectée par la concentration en éthanol initialement ajouté au milieu dans un 
certain intervalle de concentrations (< 40 g/L dans les cas testés). Dès que la concentration 
initiale en éthanol augmente dans le réacteur, les capacités de croissance et de production sont 
altérées.  
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Un effet négatif de l’augmentation de la concentration en éthanol sur les paramètres 
globaux de croissance, de production et sur la productivité globale du microorganisme est 
donc observé et quantifié ce qui est en accord avec les résultats décrits dans la littérature 
(Nagodawithana et Steinkraus, 1976 ; Ghose et Taygir, 1979 ; Rose, 1980 ; Ingram et al. 
1984 ; Strehaiano, 1984 ; Mota, 1985 ;  Casey et Ingledew, 1986 ; Amore et al. 1990 ; Dasari 
et al. 1990  Sharma, 1997).   
IV. 2. 2. 2. Résultats «ex-situ» Série B. 
Sur la base des résultats issus de la série A, les cultures de la série B ont été conduites 
en mode fed-batch afin de suivre plus longuement les potentialités des cellules en fonction des 
conditions opératoires choisies. Le levain a été réalisé dans un réacteur parfaitement 
instrumenté, en contrôlant les apports séquentiels du glucose, pour obtenir une concentration 
en éthanol produit de 100 g/L après 26 h d’expérimentation. Lors de l’ensemencement, la 
viabilité était de 50 ± 3,9 % et la concentration du substrat résiduel de 50 g/L. Tous les 
réacteurs contenaient initialement le même milieu minéral complémenté à une concentration 
en glucose initial de 110 g/L. La concentration d’éthanol ajoutée stérilement au début de la 
fermentation était différente pour chaque réacteur : 10, 37, 67, 89 et 106 g/L. 
Les cinétiques de fermentation pour ces 5 cultures mises en œuvre en mode fed-batch 
sont décrites par les figure IV.4 et IV.5. Pour les concentrations plus faibles en éthanol initial 
(10 g/L apportés par le levain et 37 g/L), (voir figure IV.4) la biomasse totale maximale 
atteinte est de 10,5 g/L et 4,9 g/L respectivement ; la consommation du glucose a été de 361,6 
g/L et 205 g/L, ainsi 109,5 g/L et 55,2 g/L d’éthanol ont été produits à la fin des cultures. Si 
l’on compare ces deux expérimentations, l’ajout de 30 g/L d’éthanol supplémentaire induit  
une réduction de 50 % environ des capacités de production de biomasse et d’éthanol par la 
levure. En terme de rendement (tableau IV. 3), le rendement  produit/substrat est peu affecté 
alors que le rendement biomasse/substrat est quasiment divisé par deux. 
Les cinétiques relatives aux 3 autres expériences (67, 89 et 106 g/L) sont présentées 
dans la figure IV. 5. En présence de 67 g/L d’éthanol initial, une concentration maximale en 
biomasse de 1,9 g/L a été obtenue associée à une consommation de 26 g/L de substrat ;  11 
g/L d’éthanol sont produits après 127 h de culture. Au delà de 67 g/L d’éthanol initial, 
l’activité catalytique de la levure est très faible voire nulle lorsque la quantité initiale 
d’éthanol est de 106 g/L. L’ensemble des performances atteintes pour la série B est synthétisé 
dans le tableau IV. 3. 
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Figure IV. 4. Evolution cinétique du glucose, de la biomasse et de l’éthanol au cours des cultures en mode fed-
batch (série B) de la souche Saccharomyces cerevisiae CBS 8066 sur milieu minéral à différents concentrations 
en éthanol initial (10 et 37 g/L) ; à 30°C, pH régulé à 4.0, sans limitation d’oxygène. 
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Figure IV. 5. Evolution cinétique du glucose, de la biomasse et de l’éthanol au cours des cultures en mode batch 
(Série B) de la souche Saccharomyces cerevisiae CBS 8066 sur milieu minéral à différentes concentrations en 
éthanol initial (67, 89 et 106 g/L) ; à 30°C, pH régulé à 4.0, sans limitation d’oxygène. 
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Tableau IV. 3. Bilan des cultures mode discontinu alimenté et discontinu (série B), de la souche Saccharomyces 
cerevisiae CBS8066 en présence de concentrations initiales variables en éthanol. 
Expérience B B1 B2 B3 B4 B5 
[Ethanol]Initiale (g/L) 10 37 67 89 106 
Temps (h) 139 127 127 127 127 
Glucose Résiduel  (g/L) 29 33,5 82,5 99,2 103,7 
[Biomasse]Finale (g/L) 10,5 4,9 1,9 1,4 1,3 
[Ethanol]Produit (g/L) 109,5 55,2 7,5 0,7 0,3 
Y X/S 0,053 0,029 0,045 0,03 0 
Y P/S 0,42 0,37 0,26 0,1 0 
Y Glycérol/S 0,03 0,04 0,05 0,06 0,14 
Y Glycérol/X 0,55 1,52 1,26 1 ,50 --- 
Productivité moyenne globale a (g/L/h) 2,03 1,09 0,09 0 0 
a
 calculé à 113 h  
 
La comparaison des dynamiques sur une même durée de culture montre que lorsque la 
concentration en éthanol présente dans le milieu de la culture augmente, la levure perd ses 
capacités de croissance et de production d’éthanol. Lorsque la concentration initiale en 
éthanol est supérieure à 100 g/L ; le comportement de la cellule est complètement inhibé en 
terme de croissance et de production. Une très faible quantité de substrat est consommé 
pouvant servir soit à la production de co-métabolites, soit à de la maintenance. 
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Figure IV. 6. Evolution temporelle de co-produits dans des cultures fed-batch à concentration en éthanol initial 
de 10 et 37  g/L, en utilisant la levure S.c. CBS8066,  sur milieu minéral complet à 30°C et pH régulé à 4, sans 
limitation d’oxygène. 
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Figure IV. 7.  Evolution temporelle de co-produits dans des cultures en mode batch à concentration en éthanol 
initial de 67, 89 et 106  g/L, en utilisant la levure S.c. CBS8066,  sur milieu minéral complet à 30°C et pH régulé 
à 4, sans limitation d’oxygène. 
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Les figures IV. 6 et IV. 7 présentent l’évolution du glycérol, des acides acétique et 
succinique au cours des cultures précédemment citées. Pour les cultures en mode discontinu 
alimenté, la concentration en glycérol augmente progressivement pour se stabiliser autour de 
8 g/L, 20 h après le début de l’expérience ; les concentrations en acides acétique et succinique 
se maintiennent à des valeurs inférieures à 2 g/L, autant pour la culture contenant 10 g/L que 
pour celle contenant 37 g/L d’éthanol ajouté initialement. 
Les cultures mises en œuvre en mode batch présentent quelques ressemblances, 
surtout pour le glycérol et l’acide succinique : ces coproduits se maintiennent à une 
concentration inférieure à 0,5 g/L. Aucune excrétion de pyruvate n’est observée pour ces 
cultures. Pour les réacteurs contenant les plus fortes concentrations en éthanol initial (89 et 
106 g/L), la concentration en glycérol se stabilise autour de 1 g/L. Une production de 2 g/L de 
glycérol est obtenue dans le fermenteur contenant 67 g/L d’éthanol initialement, à la fin de la 
culture (127 h)  tandis que pour la même concentration initiale en éthanol dans la série A, une 
concentration en glycérol deux fois supérieure à celle ci avait été obtenue en fin de culture 
(128 h). 
Les rendements globaux (biomasse/substrat, éthanol/substrat) et les productivités 
globales sont présentés dans le tableau IV.3. Le rendement global maximal produit/substrat 
(0,42 g/g) correspond au réacteur avec la plus faible concentration initiale en éthanol (10 g/L). 
Les rendements biomasse/substrat diminuent lorsque la concentration en éthanol initial 
présente dans le milieu de culture augmente. Les mêmes conclusions avaient été exprimées 
pour les expériences de la série A. 
Concernant la productivité globale, celle ci est maximale ou peu altérée lorsque la 
concentration initiale en éthanol est faible ;  elle est divisée par deux dès que la concentration 
initiale dans le milieu est de l’ordre de 40 g/L. Dès que la concentration initiale en éthanol 
augmente, la productivité décroît rapidement pour atteindre zéro dès que les concentrations en 
éthanol sont supérieures à 89 g/L. Ces résultats confirment l’inhibition par l’éthanol des 
capacités de croissance et de production chez la levure. 
 
IV. 2. 2. 3. Résultats «ex-situ» Série C. 
 Sur la base des résultats obtenus pour les séries A et B, il semble que la tolérance à 
l’éthanol soit plus faible si les cellules sont inoculées « stressées » dans un milieu « stressant » 
(en termes de concentration en éthanol). Ainsi des concentrations autour de 60 g/L 
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(correspondant aux titres auxquels sont conduits les procédés industriels) semblent être 
critiques pour des reprises rapides et sans altération des potentialités fermentaires. Une 
nouvelle série a été conduite (série C) constituée de trois réacteurs ensemencés avec le même 
levain contenant après 26 h de culture 105 g/L d’éthanol produit (ajouts séquentiels de 
glucose), une viabilité de 47 ± 3,9 % et une concentration du substrat résiduel de 40 g/L.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure IV.  8. Evolution cinétique du glucose, de la biomasse et de l’éthanol au cours des cultures en mode 
batch et fed-batch (série C) de la souche Saccharomyces cerevisiae CBS8066 sur milieu minéral à différents 
concentrations en éthanol initial (10, 60 et 70 g/L) ; à 30°C, pH régulé à 4.0, sans limitation d’oxygène. 
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Figure IV. 9. Evolution cinétique des co-produits (glycérol, acide acétique, acide succinique) dans cultures en 
mode discontinu et discontinu alimenté à concentration en éthanol initial de 10, 60 et 70  g/L, en utilisant la 
levure S.c. CBS8066,  sur milieu minéral complet à 30°C et pH régulé à 4, sans limitation d’oxygène. 
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Les évolutions temporelles des concentrations en biomasse totale, glucose et éthanol 
pour les différentes fermentations réalisées sont reportées dans la figure IV. 8. La culture 
contenant la plus faible concentration en éthanol ajouté initialement (10 g/L) est menée en 
mode discontinu alimenté. Des concentrations maximales de 104,5 g/L en éthanol produit et 
11,6 g/L en biomasse totale ont été obtenues. Ces concentrations sont proches de celles 
obtenues pour l’expérience similaire de la série B (B1). 
 
Tableau IV. 4. Bilan des cultures mode discontinu alimenté et discontinu (série C), de la souche Saccharomyces 
cerevisiae CBS8066 en présence de concentrations initiales variables en éthanol. 
 
Série C 
 
C1 
 
C2 
 
C3 
 
[Ethanol]Initiale (g/L) 
 
10 
 
60 
 
70 
Temps (h) 102 102 102 
Glucose Résiduel  (g/L) 16,28 39,6 87,6 
[Biomasse]Maximale (g/L) 11,6 2,15 1,23 
[Ethanol]Produit (g/L) 104,5 25,3 5,33 
Y X/S 0,072 0,019 0,018 
Y P/S 0,33 0,3 0,23 
Y Glycérol/S 0,02 0,06 0,06 
Y Glycérol/X 0,32 3,16 3,56 
Productivité moyenne globale a (g/L/h) 2,47 0,43 0,06 
a
 calculé à 102 h  
  
L’intervalle entre 60 et 70 g/L d’éthanol ajouté semble être la concentration critique 
pour la production d’éthanol et de biomasse lorsque le microorganisme produit plus de 100 
g/L en pré-culture ce qui traduirait une plus forte sensibilité des cellules ou une moins bonne 
tolérance à l’éthanol lorsque les cellules sont ensemencées dans un état physiologique non 
optimum. Une concentration en éthanol produit de 25,3 g/L est observée pour le réacteur 
contenant 60 g/L d’éthanol initial et seulement 2,15 g/L de biomasse sont produits. Les 
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performances obtenues dans le réacteur contenant la plus forte concentration en éthanol ajouté 
initialement dans cette série (70 g/L) sont réduites ; 5,3 g/L en éthanol et 1,2 g/L en biomasse 
sont produits. Le glucose ne peut être totalement consommé (seulement 21 % conduisant à 
une concentration de 87,6 g/l en glucose résiduel. 
Le bilan des cinétiques de croissance, production d’éthanol et consommation du 
substrat peut être analysé dans le tableau IV. 4. L’évolution temporelle des co-produits est 
reportée sur la figure IV. 9. La quantité de glycérol produit est proche de 8 g/L pour le 
réacteur contenant la plus faible concentration en éthanol initial (10 g/L). Une diminution de 
la concentration en glycérol produit (4,5 g/L) est observée pour le réacteur contenant 60 g/L 
d’éthanol ajouté initialement et finalement 2 g/L ont été produits dans le réacteur ayant la plus 
forte concentration en éthanol initiale (70 g/L). La production de l’acide acétique et 
succinique s’est maintenue au dessous de 1 g/L pour les cultures mises en œuvre en mode 
discontinu (60 et 70 g/L d’éthanol initial) et inférieures à 2 g/L pour la culture conduite en 
mode discontinu alimenté (éthanol ajouté initialement 10 g/L). 
Les rendements globaux (biomasse/substrat et produit/substrat) et la productivité 
maximale ont été calculés (voir tableau IV. 4). La productivité globale du fermenteur 
contenant 70 g/L d’éthanol initial est sept fois inférieure à celui contenant 60 g/L, tandis que 
le rapport du rendement produit/substrat est 23 % inférieur. Cependant il n’y a pas de 
variation importante entre le rendement calculé pour la production de la biomasse par rapport 
à la consommation du substrat pour ces deux réacteurs. 
  
IV. 2. 3. Quantifications microscopiques : Viabilité cellulaire. 
  
Un des objectifs de la mise en œuvre du bioréacteur bi-étagé est de gérer l’activité 
catalytique de la biomasse, en terme de viabilité cellulaire. 
 Cette partie du travail concerne la quantification de la viabilité cellulaire au cours des 
séries de fermentations réalisées. Dans un premier temps, l’évolution de la viabilité cellulaire 
et des concentrations en cellules viables et totales est présentée, afin d’identifier et quantifier 
le comportement des cellules viables par rapport à la population totale et l’évolution de la 
viabilité comme réponse aux changements d’environnement (différents concentrations 
initiales en éthanol et états physiologiques des levains utilisés pour chaque série d’expériences 
réalisées). 
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IV. 2. 3. 1. Résultats «ex-situ» Série A. 
 L’évolution de la viabilité cellulaire moyenne (mesurée par comptage microscopique 
après coloration au bleu de méthylène) en fonction du temps est présentée dans la figure IV. 
9. La viabilité initiale (50 ± 3,9 %) est la même dans tous les réacteurs puisque ils ont été 
ensemencés à partir du même levain. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure IV. 10. Evolution de la viabilité cellulaire en fonction du temps au cours des cultures en mode discontinu 
de la souche Saccharomyces cerevisiae CBS8066 sur milieu minéral à différents concentration en éthanol initial 
(5, 37, 62 et 110g/L) à 30°C, pH4 et sans limitation d’oxygène. 
 
 
Lors de la culture, en présence de la plus faible concentration initiale en éthanol, on 
observe une augmentation assez rapide de la viabilité cellulaire couplée à la croissance. Au 
bout de 10 heures de culture environ, la viabilité cellulaire atteint 90%. Au delà de ce 
maximum, la viabilité chute pour atteindre 60 % en fin de la culture. Ce phénomène est 
intéressant ; en effet, lors d’une culture de levure en l’absence de stress éthanol initial, aucune 
diminution de la viabilité cellulaire en fin de phase de croissance n’est observée de façon si 
drastique. Il semble donc que ’le passé’ des cellules et donc son état physiologique initial 
aient un impact sur la réponse microbienne à un nouvel environnement. 
Le profil de viabilité pour le fermenteur contenant 37 g/L d’éthanol au début de la 
culture, montre une augmentation de la viabilité jusqu’à 95 % environ, en fin de phase de 
croissance. Dans ce cas, aucune chute de la viabilité n’est observée en phase stationnaire sur 
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le temps de culture considéré. Il serait alors intéressant de renouveler une série d’expériences 
en maintenant les cultures au delà de la phase stationnaire vers la phase de déclin.  
Pour une concentration initiale en éthanol de 62 g/L, on constate en premier lieu une 
chute jusqu’à 24 % de viabilité sans pour autant être associée à une production notable de 
biomasse (µv ≅ 0 h-1) après 47 heures de culture. L’augmentation de la viabilité se fait ensuite 
plus lentement  conduisant à une viabilité de 78 % au bout de 50 heures ; en diminuant 
jusqu’à 10 % à la fin de l’expérience. L’ajout initial de 110 g/L d’éthanol au milieu de culture 
a un effet drastique sur la viabilité cellulaire qui décroît au cours des 20 premières heures de 
culture ; une légère augmentation de la viabilité est observée (entre 40 et 60 h) mais les 
cellules ne résistent pas à cette trop forte concentration en éthanol et la viabilité chute pour 
atteindre 8 % en fin de culture. 
 La détermination de la viabilité cellulaire permet de quantifier la fraction de cellules 
viables par rapport aux cellules totales, toutefois il est important de suivre cette évolution en 
nombre de cellules afin d’évaluer (en plus de la mortalité) si un phénomène de lyse est induit 
par le changement d’environnement. 
La figure IV. 10 montre l’évolution des concentrations en cellules viables, mortes et 
totales pour chacune des cultures réalisées à concentrations initiales en éthanol variables. 
Dans la culture avec la plus faible concentration en éthanol ajouté (5 g/L), la concentration en 
cellules viables et totales présente un comportement similaire, en augmentant tout au long de 
l’expérience ; la concentration en cellules mortes reste constante pendant les 10 premières 
heures de culture. Il y a donc croissance. Après 10 h de culture, la concentration en cellules 
mortes augmente plus vite que la concentration en cellules actives faisant diminuer ainsi la 
viabilité. 
Le réacteur contenant initialement 37 g/L d’éthanol présente le même comportement 
que précédemment pour les cellules totales et viables : il y a de la croissance cellulaire et la 
concentration en cellules mortes reste constante. Contrairement à l’expérience précédente, 
cette concentration en cellules mortes reste constante en phase stationnaire, la mortalité 
n’augmente pas et reste stable à 90%. 
Un temps «d’adaptation» ou de latence est observé dans le réacteur contenant 62 g/L 
d’éthanol initial : la concentration en cellules totales reste constante pendant 42 heures ;  une 
légère augmentation de la quantité de cellules viables est ensuite observée ce qui correspond à 
la légère augmentation de la viabilité dans ce même intervalle de temps. Dès 108 h de culture, 
le nombre de cellules totales reste constant dans le réacteur, mais la quantité de cellules 
Chapitre IV. Discussion des résultats « ex-situ » 
 - 104 -   
mortes augmente : il y a donc décès traduisant une diminution de la tolérance de cellules à 
l’éthanol présent.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure IV. 11. Evolution temporelle de la concentration en cellules viables, mortes et totales par millilitre au 
cours des cultures de la souche Saccharomyces cerevisiae CBS8066 sur milieu minéral à différentes 
concentrations en éthanol initial (5, 37, 62 et 110g/L) à 30°C, pH4 et sans limitation d’oxygène. 
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Pour la plus forte concentration en éthanol ajouté initialement (110 g/L), le 
microorganisme n’est ni capable de croître, ni capable de maintenir une activité en présence 
de ce stress en maintenant notamment sa viabilité. La population cellulaire totale se maintient 
à une concentration quasiment constante durant les 88 heures de culture ce qui traduit un 
décès cellulaire qui n’est pas associé à un phénomène de lyse.  
IV. 2. 3. 2. Résultats «ex-situ» Série B. 
Le levain utilisé pour ensemencer les réacteurs de la série B se caractérise par 100 g/L 
en éthanol produit et une viabilité de 50 ± 3,9 % (qui correspond au point initial de la viabilité 
pour l’ensemble des courbes de la figure IV.11). Les plus faibles concentrations initiales en 
éthanol (10 g/L et 37 g/L) présentent un comportement similaire : une augmentation rapide de 
la viabilité pour atteindre 96 % en 14 h et 77 % en 15 h respectivement pour chacun de deux 
cultures. Au delà de ce maximum, la viabilité chute dans les deux cas. Cette diminution est 
plus rapide dans le cas de la culture initiée avec 37 g/l d’éthanol. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure IV. 12. Evolution temporelle de la viabilité cellulaire au cours des cultures en mode batch et fed-batch de 
la souche Saccharomyces cerevisiae CBS8066 sur milieu minéral complet, à différentes concentrations en 
éthanol initial à 30°C, pH ajusté à 4 et sans limitation d’oxygène. 
 
Le réacteur contenant 67 g/L d’éthanol au début de l’expérience montre une 
diminution de la viabilité jusqu’à 7 % en 48 heures suivi d’une augmentation pour atteindre 
21 % à 93 h. Lorsque la concentration en éthanol initial est supérieure ou égale à 89g/L, la 
viabilité cellulaire diminue ; ces conditions de stress environnemental ne permettent pas une 
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« adaptation » du microorganisme associé au maintien de la viabilité ou à un phénomène de 
croissance comme observée dans les autres réacteurs, pour des concentrations en éthanol plus 
permissives. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure IV. 13. Evolution de la concentration des cellules viables, mortes et totales par millilitre en fonction du 
temps au cours des cultures en mode batch et fed-batch de la souche S. c. CBS8066 sur milieu minéral à 
différentes concentrations en éthanol initiale, sans limitation d’oxygène à 30°C et pH régulé à 4. 
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 L’évolution des concentrations en cellules viables, mortes et totales déterminées par 
microscopie après coloration au bleu du méthylène (figure IV.13), confirme ces phénomènes. 
Tous les réacteurs de la série B ont été ensemencés avec la même concentration en cellules 
viables  soit 2 à 4 x107 Cellules Totales par millilitre. 
Pour les cultures menées avec les plus faibles concentrations initiales en éthanol (10 et 
37 g/L), une augmentation des cellules viables est observée au cours des 15 heures de culture 
liée à la croissance des cellules ;  lorsque la phase stationnaire est atteinte, la concentration 
cellulaire totale reste constante à une valeur proche de 5 ± 2 x108 cellules viables par millilitre 
pour l’expérience B1 et 5 ± 2 x108 cellules viables par millilitre pour l’expérience B2. Ce 
régime permanent dure environ 6 h puis la quantité de cellules mortes augmente faisant chuter 
la viabilité. Dans l’expérience B1 où la concentration initiale en éthanol est la plus faible et 
donc l’amplitude du gradient entre concentrations subies dans l’inoculum et dans le nouveau 
milieu est la plus grande, un phénomène de lyse cellulaire est observé après 73 h de culture (la 
concentration cellulaire mesurée diminue significativement).  
Ce phénomène n’est pas observé pour l’expérience B2 correspondant à une 
concentration initiale en éthanol de 37 g/L. Lorsque la phase stationnaire est atteinte, la 
concentration en cellules totales reste constante (3,1 ± 0,9 x108 cellules totales par 
millilitre).Du décès cellulaire est observé à partir de 30 h de culture mais pas de lyse, même 
en fin de culture. Il semble donc que l’écart de concentration en éthanol subit par les cellules 
entre le levain  et leur nouveau milieu de réensemencement ait un impact sur la tolérance des 
cellules à leur nouvel environnement en conditionnant les performances futures. 
A une concentration supérieure ou égale à 67 g/L, une diminution de la concentration 
en cellules viables est observée, tandis que la concentration en cellules totales reste constante. 
L’augmentation des cellules mortes par rapport aux cellules totales indique que le décès 
cellulaire est directement induit par l’augmentation de la concentration initiale en éthanol. 
 
IV. 2. 3. 3. Résultats «ex-situ» Série C. 
Le levain utilisé pour ensemencer les réacteurs de la série C est constitué par des 
cellules dont l’état physiologique est le plus défavorable par rapport aux séries précédentes. 
La concentration en éthanol « subie » par les cellules est de 110 g/L et la viabilité de 43 ± 3,9 
%. Une augmentation de la viabilité cellulaire est observée pour le réacteur contenant 
initialement 10 g/L d’éthanol. Après 16 heures de culture (voir figure IV. 14), la viabilité 
atteint 93 %. Dans le réacteur contenant 60 g/L d’éthanol initial une augmentation de la 
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viabilité est aussi observée, mais la valeur atteinte après 18 h de culture est plus faible (60 
%) ; la viabilité décroît ensuite pour se stabiliser à 33 ± 3 % pendant 21 h ; une diminution est 
observée en fin de la culture.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure IV. 14. Evolution temporelle de la viabilité cellulaire au cours des cultures en mode fed-batch (10g/L) et 
batch (60 et 70 g/L) de la souche Saccharomyces cerevisiae CBS8066 sur milieu minéral complet, à différentes 
concentrations en éthanol initial à 30°C, pH ajusté à 4 et sans limitation d’oxygène. 
 
Une diminution de la viabilité est observée pour le réacteur contenant initialement 70 
g/L d’éthanol  tout au long de la culture ; cette concentration en éthanol s’avère complètement 
inhibitrice pour le microorganisme puisque ses capacités « d’adaptation » et de tolérance à cet 
environnement sont quasiment inexistantes. Cependant la variation des environnements en 
fonction des concentrations en éthanol produit lors de la pré-culture (105 g/L) et ajouté 
initialement dans le réacteur (70 g/L) est assez proche ; cette observation suggère que la 
cellule subirait un « stress » moins intense et pourrait s’adapter. Les résultats montrent que 
l’état physiologique initial des cellules lors de leur réensemencement a un impact majeur sur 
leur adaptation et leur tolérance. Ainsi plus l’état physiologique est altéré (faible viabilité ou 
forte concentration en éthanol subit) et moins la cellule est résistante ou tolérante à une forte 
concentration en éthanol. Le temps d’adaptation et la reprise d’activité seront d’autant plus 
courts que les conditions du milieu de réensemencement seront permissives. Il pourrait donc 
exister des conditions optimales de « fonctionnement » du microorganisme selon qu’il 
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« vient » d’un milieu A dans un état physiologique V et qu’il « va » dans un environnement 
B. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure IV.  15. Evolution de la concentration des cellules viables, mortes et totales par millilitre, déterminées 
par microscopie après coloration au bleu de méthylène au cours des cultures en mode batch et fed-batch de la 
souche S. c. CBS8066 sur milieu minéral à différents concentrations en éthanol initiale, sans limitation 
d’oxygène à 30°C et pH régulé à 4. 
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L’évolution des concentrations en cellules viables, mortes et totales est décrite dans la 
figure IV. 15. Le réacteur contenant la plus faible concentration initiale en éthanol (10 g/L) 
montre une évolution de la concentration en cellules viables quasi similaire à une distribution 
gaussienne. Une concentration maximale de 5 x108 cellules viables / mL est atteinte après 16 h 
de culture (viabilité maximale observée). La concentration en cellules mortes reste quasi 
constante (2,6 ± 1,3 x107 cellules mortes/ mL)  pendant les 15 premières heures de l’expérience. 
Une augmentation de la concentration en cellules mortes est observée dès 15 heures de culture 
jusqu’à la fin de l’expérience. Le nombre de cellules totales restant constant ; aucun 
phénomène de lyse n’est donc survenu. 
Dans le réacteur contenant initialement 60 g/L en éthanol, la proportion entre cellules 
viables et mortes est quasi équivalente pendant les 9 premières heures de culture; entre 13 et 
18 heures, la concentration en cellules viables devient plus importante, la viabilité augmente 
pour atteindre 60 %. Après 25 heures de culture, la concentration en cellules viables diminue. 
Le décès cellulaire est alors plus important étant donnée l’augmentation rapide de la 
concentration en cellules mortes. Pour le réacteur contenant la plus haute concentration en 
éthanol de cette série (70 g/L) seule la concentration en cellules totales reste constante ; la 
fraction de cellules mortes augmente traduisant un phénomène de décès dans ces conditions 
opératoires.  
  
IV. 2. 4. Tolérance à l’éthanol 
 La tolérance à l’éthanol peut être évaluée de différentes manières en fonction des 
définitions choisies et des critères d’évaluation tels que la vitesse de croissance, la vitesse de 
production d’éthanol, la viabilité…. L’impact de l’éthanol sur ces paramètres varie avec des 
dynamiques spécifiques de réponse de ces paramètres; il convient de préciser les définitions et 
critères « d’optimisation » de la tolérance à l’éthanol, afin d’appliquer des conditions 
d’environnement les plus pertinentes vis-à-vis de la réponse souhaitée. Ce paragraphe analyse 
en premier lieu la dynamique de réponse du paramètre « viabilité » face aux changements 
d’environnement « éthanol » puis s’intéresse à la quantification de la réponse dynamique de 
vitesses spécifiques de croissance et de production lorsque les cellules sont soumises à un 
brusque changement de concentration en éthanol.   
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IV. 2. 4. 1. Viabilité cellulaire 
 La tolérance du microorganisme face à un changement d’environnement peut être 
caractérisée par l’évolution temporelle de la viabilité en fonction de l’état physiologique 
initial et de la concentration en éthanol produit.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure IV. 16. Evolution de la viabilité en fonction de la concentration en éthanol exogène, à différentes 
concentrations initiales en éthanol [(A1)5, (B1)10 et (C1)10 g/L] et dans différents états physiologiques initiaux. 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure IV.  17. Evolution de la viabilité en fonction de la concentration en éthanol exogène, à une concentration 
initiale en éthanol de 37 g/L  dans différents états physiologiques initiaux. 
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Figure IV. 18. Evolution de la viabilité en fonction de la concentration en éthanol exogène, à différentes 
concentrations initiales en éthanol [(A3) 62, (C2) 60, (B3) 67 et (C3) 70 g/L) et dans différents états 
physiologiques initiaux. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure IV. 19. Evolution de la viabilité en fonction de la concentration en éthanol exogène, à différentes 
concentrations initiales en éthanol [(B4) 89, (B5) 106, et (A4) 110 g/L) et dans différents états physiologiques 
initiaux. 
 
Ces courbes montrent que la tolérance à l’éthanol dépend à la fois de l’état initial des 
cellules lors de leur ensemencement, du niveau de « stress éthanol » subit dans le milieu de 
réensemencement et de la « conduite » de la culture. 
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En effet, dans le cas des expériences A1, B1 et C1 menées dans des conditions de 
milieu de réensemencement où les concentrations en éthanol étaient très faibles (5g/L, 10g/L 
et 10g/L), on constate que la reprise de la viabilité est plus rapide pour la culture ensemencée 
avec le levain présentant la plus faible concentration en éthanol produit (A1 / 60 g/L). Par 
contre cette culture n’a été conduite qu’en batch et dés que la limitation en glucose survient, 
les cellules ne peuvent supporter la  concentration en éthanol présente dans le milieu et 
meurent très rapidement. Par contre, si cette limitation est levée (expériences A2 et A3), les 
cellules sont capables de mieux résister à l’éthanol et la viabilité, après avoir recouvrée 90 à 
95%, ne diminue qu’au delà de 80g/L d’éthanol dans le milieu. 
Ces mêmes profils peuvent être observés si on compare les expériences A2 et B2 où la 
concentration initiale en éthanol dans le milieu de réensemencement est de 37g/L alors que les 
pré cultures contenaient respectivement 60g/L et 100g/L d’éthanol final. Lorsque les 
concentrations initiales en éthanol sont supérieures ou égales à 60g/L, la tolérance des cellules 
est très vite affectée et quel que soit leur état initial, les cellules résistent mal et meurent 
rapidement, décrivant une asymptote de plus en plus verticale à mesure que la concentration 
initiale en éthanol augmente dans le milieu de culture. 
 La capacité de la levure de « tolérer » la concentration en éthanol présente dans le 
milieu de culture dépend autant de l’état physiologique initial du microorganisme comme des 
conditions des environnements de pré-culture (en fonction de l’éthanol produit et la viabilité) 
et celui de culture (en fonction de la concentration en éthanol exogène).  
 
IV. 2. 4. 2. Analyses  Macrocinétiques 
 Le comportement dynamique de la levure Saccharomyces cerevisiae lors du 
changement d’environnement en éthanol est quantifié au travers des vitesses spécifiques de 
croissance (µ) et de production (vp).  
IV. 2. 4. 2. 1. Vitesses spécifiques de croissance 
L’évolution des vitesses spécifiques de croissance (µ) en fonction de la concentration 
en éthanol est calculée par rapport à la biomasse totale (figure IV. 20) et à la biomasse viable 
(figure IV. 21) pour chaque expérience de la série A. 
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Figure IV. 20. Evolution de la vitesse spécifique de croissance (µ) par rapport à la biomasse totale en fonction 
de la concentration en éthanol au cours des cultures en mode batch (série A) de la souche Saccharomyces 
cerevisiae CBS8066 sur milieu minéral à différentes concentrations en éthanol initial (5, 37, 62 et 110g/L) à 
30°C, pH 4 et sans limitation d’oxygène. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure IV. 21. Evolution de la vitesse spécifique de croissance (µ) par rapport à la biomasse viable en fonction 
du temps au cours des cultures en mode batch (série A) de la souche Saccharomyces cerevisiae CBS8066 sur 
milieu minéral à différentes concentrations en éthanol initial (5, 37, 62 et 110g/L) à 30°C, pH 4 et sans limitation 
d’oxygène. 
 
La comparaison entre ces deux figures IV. 20 et IV. 21 montre l’intérêt de raisonner en 
vitesses spécifiques calculées par rapport aux cellules viables et non totales. En effet, s’il y a 
une diminution du nombre de cellules viables (le nombre total de cellules  ne changeant pas) 
la vitesse spécifique calculée par rapport aux cellules totales ne sera qu’apparente et non 
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représentative de l’activité biologique réelle du système, dépendante, elle, des cellules actives 
(et non viables). 
Concernant le réacteur contenant la plus faible concentration en éthanol initial (5 g/L), 
la vitesse spécifique de croissance déterminée par rapport à la biomasse totale augmente 
jusqu’à atteindre µmax = 0,42 h-1 et diminue à mesure que l’éthanol s’accumule dans le milieu 
pour devenir nulle en fin de culture pour une concentration en éthanol de 40 g/L. Pour le 
réacteur où la concentration initiale en éthanol est de 37 g/L, l’allure de la vitesse de 
croissance est similaire à la précédente cependant la valeur de µmax atteinte est plus faible 
(0,18 h-1). En ce qui concerne les cultures mises en œuvre à une concentration en éthanol 
initial supérieures à 62 g/L, les vitesses spécifiques de croissance sont quasi nulles.  
Si on analyse les résultats calculés par rapport à la biomasse viable : les vitesses 
spécifiques de croissance maximales obtenues dans les réacteurs contenant initialement 5 g/L 
et 37 g/L d’éthanol respectivement sont de 0, 39 h-1 et 0,18 h-1 traduisant qu’en ces points là, 
les viabilités obtenues sont donc proches de 100%. De la même manière que précédemment, 
les vitesses spécifiques de croissance diminuent et les concentrations critiques (Pc) pour 
lesquelles µ s’annule, seraient de 50 g/L environ (contre 40 g/L calculée avec µ totale) et 100 
g/L (contre 85 g/L calculé avec µ totale). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure IV. 22. Vitesse spécifique de croissance (µv) déterminée par rapport à la biomasse viable, en fonction de 
la concentration en éthanol présente dans le milieu, au cours de cultures de la série B mises en œuvre en mode 
fed-batch et batch à différentes concentrations initiales en éthanol (10, 37, 67, 89 et 106 g/L) de la souche S. c. 
CBS8066 sur milieu minéral complet ; pH ajusté à 4 et sans limitation d’oxygène. 
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Figure IV. 23. Vitesse spécifique de croissance (µv) déterminée par rapport à la biomasse viable, en fonction de 
la concentration en éthanol présente dans le milieu, au cours de cultures de la série C mises en œuvre en mode 
fed-batch (10g/L) et batch (60 et 70g/L) à différentes concentrations initiales en éthanol de la souche S. c. 
CBS8066 sur milieu minéral complet ; pH ajusté à 4 et sans limitation d’oxygène. 
 
Les valeurs obtenues pour ces Pc sont révélatrices de la faible tolérance des cellules 
lorsque le gradient de concentration « subit » entre la pré-culture et le nouveau milieu de 
culture est trop important. Néanmoins les capacités maximales de croissance sont plus 
rapidement atteintes et moins altérés (µmax obtenu proche du µmax que la souche est capable 
d’atteindre en conditions favorables de croissance) si la concentration initiale en éthanol dans 
le nouveau milieu est faible et donc permissive. Pour de plus fortes concentrations initiales en 
éthanol, aucune reprise de croissance n’est observée, seulement le décès.  
Des profils similaires sont obtenus pour les séries B et C. Les évolutions des vitesses 
spécifiques de croissance calculées par rapport à la biomasse viable sont présentées sur les 
figures IV. 22 et IV. 23. 
L’inhibition de la croissance par la concentration d’éthanol exogène est montrée par 
l’évolution de la vitesse spécifique de croissance : pour le réacteur contenant la plus faible 
concentration initiale en éthanol (10 g/L), la vitesse spécifique de croissance devienne nulle à 
une concentration en éthanol égale à 115 g/L, conformément aux résultats mentionnés dans la 
littérature.  Selon les travaux de Alfenore et al. (2002) l’arrêt de la croissance cellulaire a lieu 
à une concentration en éthanol de 110 g/L et la production d’éthanol est inhibée à une 
concentration de 147 g/L.   
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Concernant les cultures de la série B, l’évolution des vitesses spécifiques de croissance 
(µv) déterminées par rapport à la biomasse viable en fonction de la concentration en éthanol 
est décrite dans la figure IV. 22. Les cultures menées en mode discontinu alimenté montrent 
une augmentation des vitesses spécifiques jusqu’à atteindre des valeurs maximales de 0,45 h-1 
et 0,17 h-1 respectivement pour les réacteurs contenant initialement 10 et 37 g/L d’éthanol. 
Ces vitesses spécifiques deviennent nulles pour des concentrations de 80 et 70 g/L d’éthanol. 
A concentrations initiales en éthanol supérieures ou égales à 67 g/L, l’inhibition de la 
croissance devient très importante, et le décès cellulaire est observé.  
Dans la série C, les résultats issus de la culture en mode discontinu alimenté avec une 
concentration en éthanol initiale de 10 g/L, montrent une vitesse spécifique viable maximale 
égale à 0,40 h-1, devenant nulle à 85 g/L d’éthanol présent dans le milieu. Ce résultat est 
totalement en accord avec les précédents qui montrent que, plus la concentration en éthanol 
dans le milieu est faible initialement, plus les cellules sont capables de retrouver rapidement 
leur capacité maximale de croissance (µmax = 0,40 h-1). Par contre dès que la concentration 
initiale en éthanol augmente, la capacité d’adaptation de la cellule se réduit  avec des 
potentialités subissant l’inhibition de l’éthanol. La tolérance de la cellule en termes de macro 
cinétiques (taux maximal de croissance et arrêt de la croissance) se réduit lorsque la 
concentration en éthanol initiale dans le milieu est élevée. Ainsi dans le réacteur contenant 60 
g/L d’éthanol ajouté initialement, le taux de croissance par rapport à la biomasse viable atteint 
une valeur maximale de 0,06 h-1 ; une inhibition complète de la croissance est observée 
lorsque la concentration dans le milieu de culture atteint 70 g/L.  
 
IV. 2. 4. 2. 1. Vitesses spécifiques de production 
 L’évolution des vitesses spécifiques de production d’éthanol calculées par rapport à la 
biomasse viable est reportée sur les figures IV. 24. 25. 26. Dans la série A, les vitesses 
spécifiques de production d’éthanol déterminées par rapport à la biomasse viable augmentent 
jusqu’atteindre sa valeur maximale vpmax = 1,7 g/g/h et 0,56 g/g/h pour les cultures en 
présence des plus faibles concentrations initiales en éthanol (5 et 37 g/L). Pour les cultures 
avec initialement 62 g/L d’éthanol, la vitesse spécifique de production d’éthanol est dès le 
début non nulle, argumentant des capacités cataboliques des cellules ;  cette vitesse spécifique 
augmente légèrement pour atteindre 0,50 g/g/h puis diminue de manière drastique dès que la 
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concentration en éthanol atteint 80 g/L dans le milieu. Pour la culture initiée avec 110 g/L 
d’éthanol dans le milieu, aucune capacité de production d’éthanol n’est quantifiée. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure IV. 24. Evolution de la vitesse spécifique de production d’éthanol (vpViable) par rapport à la biomasse 
viable en fonction de la concentration en éthanol présente dans le milieu au cours des cultures de la série A 
mises en œuvre en mode batch de la souche Saccharomyces cerevisiae CBS8066 sur milieu minéral à différentes 
concentrations en éthanol initial (5, 37, 62 et 110g/L) à 30°C, pH4 et sans limitation d’oxygène. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure IV. 25. Evolution des vitesses spécifiques de production d’éthanol (vp) déterminées par rapport à la 
biomasse viable en fonction de la concentration en éthanol exogène au cours de cultures de la série B mises en 
œuvre en mode batch (67, 89 et 106 g/L) et fed-batch (10, 37g/L) à différents concentrations en éthanol initial de 
la souche S. c. CBS8066 sur milieu minéral complet ; pH ajusté à 4 et sans limitation d’oxygène. 
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Figure IV. 26. Evolution de la vitesse spécifique de production d’éthanol (vp) déterminée par rapport à la 
biomasse viable, en fonction de la concentration en éthanol présente dans le milieu au cours de cultures de la 
série C mises en œuvre en mode fed-batch (10g/L) et batch (60 et 70g/L) à différentes concentrations en éthanol 
initial de la souche S. c. CBS8066 sur milieu minéral complet ; pH ajusté à 4 et sans limitation d’oxygène. 
 
Pour les cultures ayant été réalisées en batch, les concentrations critiques relatives à 
l’arrêt de la production d’éthanol sont difficiles à obtenir : par extrapolation, on pourrait 
déterminer des valeurs de 45g/L, 115 g/L et 80 g/L respectivement pour les cultures contenant 
5, 37 et 62 g/L. 
Les cultures de la série B ont été menées dans des conditions de ré-ensemencement 
proches de la série A mais avec un levain où les cellules ont été cultivées jusqu’à atteindre 
100 g/L d’éthanol produit conduisant à une viabilité 50 ± 3,9 %. Afin d’évaluer au mieux les 
capacités de tolérance à l’éthanol, ces cultures ont été menées en mode discontinu alimenté. 
Pour la courbe représentant la vitesse spécifique de production d’éthanol lors de la 
culture initiée avec la plus faible concentration en éthanol, on constate une augmentation 
rapide de cette vitesse jusqu’à atteindre 2 g/g/h ; c’est une valeur très proche de celle reportée 
dans les travaux de Alfenore et al. 2004 conduisant à une très forte concentration en éthanol 
produit (147 g/L en 45 h). Cette vitesse spécifique diminue très rapidement à mesure que la 
concentration en éthanol s’accumule dans le milieu ; la pente calculée est la même que celle 
obtenue dans le cas de l’expérience A1. Sans ajout supplémentaire de glucose (cas de 
l’expérience A1), la concentration critique associée à l’arrêt de la production d’éthanol est 
égale à 50 g/L environ. Dans le cas de l’expérience B1, menée en mode discontinu alimenté, 
du glucose a été rajouté avant la limitation dans le milieu. Ainsi la croissance et la production 
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d’éthanol sont prolongées et ces conditions de culture ont permis d’atteindre la concentration 
critique d’éthanol (Pc) à 80 g/L pour µ et 110 g/L pour vp du fait du découplage croissance - 
production.  
Dans le cas de l’expérience B2 initiée avec 37 g/L d’éthanol, il semble que les cellules 
soient moins tolérantes à l’éthanol compte-tenu  de la plus forte concentration en éthanol  
initialement dans le milieu. Bien que la capacité maximale de production d’éthanol soit peu 
altérée (12 %) par rapport à la capacité de croissance (altérée, elle, de 50%), les cellules 
résistent moins à l’accumulation d’éthanol dans le milieu et l’inhibition subie est plus forte. 
La production d’éthanol s’arrête à 80 g/L d’éthanol. Cela se confirme à mesure que la quantité 
d’éthanol présente initialement dans le milieu augmente. Ainsi, la vitesse spécifique maximale 
de production d’éthanol n’est que de 0,5 g/g/h environ pour la culture initiée avec 67 g/L 
d’éthanol et de 0,2 g/g/h pour celle initiée avec 89 g/L d’éthanol. Là encore, les 
concentrations critiques sont rapidement atteintes : 75 g/L pour la culture initiée avec 67 g/L 
d’éthanol et 90 g/L pour celle initiée avec 89 g/L. Cela nous permet de conclure que dès 90 
g/L d’éthanol dans le milieu, l’inhibition de la production d’éthanol est totale ; à 106 g/L 
initialement présente dans le milieu, aucune activité catabolique n’est mesurée, seul le décès 
cellulaire est constaté.  
L’ensemble de ces résultats est corroboré par la troisième série d’expériences (figure 
IV. 26) qui confirme que les capacités de production d’éthanol sont autant moins altérées et la 
tolérance à l’éthanol meilleure que la concentration en éthanol dans le milieu de ré-
ensemencement est faible.  
Ces résultats plaident pour une configuration de réacteur bi-étagé où le premier étage 
est conduit de manière à avoir une concentration en éthanol la plus faible possible privilégiant 
ainsi un temps court de reprise des potentialités maximales de croissance et de production. 
Le tableau suivant (Tableau IV. 5) fait la synthèse des résultats obtenues pour les 
valeurs maximales des vitesses spécifiques de croissance et de production d’éthanol ainsi que 
les temps nécessaires à la reprise de ces potentialités maximales. 
La perte des capacités de croissance et de production à mesure que la concentration en 
éthanol ajouté initialement augmente est très nettement observable, en analysant les valeurs 
maximales des vitesses spécifiques. Les capacités maximales sont atteintes lorsque les 
concentrations en éthanol dans le milieu de ré-ensemencement restent faibles. Par contre les 
temps pour obtenir ces performances augmentent en fonction de l’état initial des cellules dans 
la pré-culture. Pour une mise en œuvre en réacteur bi-étagé, les temps de séjour devront donc 
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dépendre de ces temps caractéristiques. L’ensemble de ces résultats a fait l’objet d’une 
publication.  
 
Tableau IV. 5. Comparaison des performances des vitesses spécifiques maximales de croissance et de 
production d’éthanol viables et  temps nécessaire pour atteindre ces vitesses. 
 
Conditions de culture µViableMax 
Temps (h) pour 
atteindre  
µmax 
vpViableMax 
Temps (h) pour 
atteindre 
vpmax 
5 g/L * 0,39 9,5 1,7 6,5 
37 g/L * 0,18 13,5 0,56 32,5 
62 g/L * 0,07 42 0,4 110 Sé
rie
 
A
 
110 g/L * -- -- -- -- 
10 g/L ° 0,45 12 2 14 
37 g/L ° 0,17 12 1,76 18 
67 g/L * 0,07 14 0,55 44 
89 g/L * -- -- 0,28 93 S
ér
ie
 
B
 
106 g/L * -- -- -- -- 
10 g/L ° 0,40 15 1,89 13 
60 g/L * 0,06 1,8 0,62 > 102 
Sé
rie
 
C 
70 g/L * -- -- 0,30 > 102 
  * Mises en œuvre en mode Batch  °Mode Fed-Batch   
 
IV. 6.  Conclusion  
  
 Au vu de l’ensemble des résultats, le maintien des capacités de croissance et de 
production est indispensable aux fortes concentrations en éthanol pour l’intensification des 
productions microbiennes. L’originalité de ces résultats réside dans la quantification des 
temps caractéristiques nécessaires au recouvrement des capacités de croissance et/ou de 
production et/ou de la viabilité cellulaire. Ces temps peuvent être différents selon le paramètre 
privilégié. Ces résultats montrent notamment l’importance des dynamiques des réponses des 
cellules lorsqu’elles sont transférées d’un environnement A vers un environnement B comme 
c’est le cas entre les deux étages du BBRC. Ils argumentent de la pertinence d’une boucle de 
circulation des cellules, avec un premier étage siège de conditions de culture permissives vis-
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à-vis de la croissance et de la production et un temps de séjour adapté au maintien de 
l’activité.  
IV. 7. Etablissement du modèle 
 Un modèle dynamique basé sur l’analyse des cinétiques macroscopiques obtenues à 
l’issu des résultats expérimentaux « ex-situ » est décrit dans cette partie. Plusieurs modèles 
des cinétiques microbiennes en condition de fermentation alcoolique ont été proposés dans la 
littérature afin de prédire l’évolution de la vitesses spécifiques de croissance ou de production 
en intégrant la limitation en substrat (Monod, 1958), l’inhibition par l’éthanol (Lee et al. 
1983 ; Damiano et al. 1985 ; Chattaway et Goma, 1988 ; Lafforgue 1988 ; Groot et al. 1992 ; 
Warren et al. 1994 ; Papastros, 1996 ; Oliveira et al. 1999 ; Nishiwaki et Dunn, 1999 ; Costa 
et al. 2000 ; Ben Chaabane, 2006) et l’inhibition lié aux hautes densités cellulaires (Lafforgue 
1988 ; Jarzebski et al. 1989 ; Genty, 1992 ; Papastros, 1996 ; Oliveira et al. 1999 ; Costa et al. 
2000 ; Ben Chaabane, 2006). 
 Ce modèle cinétique de la vitesse spécifique de croissance viable (µv) et de production 
d’éthanol (vpv) considère l’inhibition provoquée par la concentration en éthanol ([Ethanol]). 
 Le modèle proposé peut être classifié comme non structuré, étant donné qu’il ne prend 
pas en compte la composition intracellulaire des cellules. 
 
Modèle pour la détermination de la vitesse spécifique viable de croissance (µv) :  
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où :  
Xvmax : biomasse viable maximale (16,1 g/L) 
µvMax : vitesse spécifique de croissance maximale (0,43 h-1)  
[Ethanol]Crit : concentration en éthanol critique (115g/L ; µ = 0)  
Ki : Constante d’inhibition (1,56) 
A : Facteur d’activité (0,99) 
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Modèle pour la vitesse spécifique viable de production d’éthanol (vpv) : 
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où :  
Xvmax : biomasse viable maximale (16,1 g/L) 
vpvMax : vitesse spécifique de production d’éthanol maximale (02.2 g/g/h)  
[Ethanol]Crit : concentration en éthanol critique (147 g/L ; vp = 0)  
Ki : Constante d’inhibition (1,12) 
A : Facteur d’activité (0,894) 
 
  
Tableau IV. 6. Variables opératoires des séries de fermentations expérimentales «ex-situ» pour la validation du 
modèle ;  faites sur milieu salin complet avec la levure Saccharomyces cerevisiae CBS8066, pH4, 30°C 
 
Etat du levain 
Conditions réacteurs 
[Ethanol]Initiale               [Glucose]Initiale 
15 g/L* 
25 g/L* 
47 g/L* 
Série (D) 
26 ± 3,3 % viabilité 
117 g/L [Ethanol]Produit 
0 g/L [Glucose]Résiduel 
70 g/L 
110 g/L 
57 ± 3 % 
viabilité 32 g/L* 
47 ± 3 % 
viabilité 33 g/L* 
Série (E) 
≥ 120 g/L 
[Ethanol]Produit 
0 g/L 
[Glucose]Résiduel 
33 ± 3 % 
viabilité 33 g/L* 
110 g/L 
*Mise en œuvre en mode Fed-batch 
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 La validation du modèle décrit précédemment est proposée par comparaison entre les 
résultats expérimentaux obtenus en expériences « ex-situ » de deux séries d’expériences 
(tableau IV. 6) et les valeurs obtenues en utilisant le modèle. La série (D) prend en compte 
l’évaluation de l’influence de la concentration initiale en éthanol ainsi que l’état 
physiologique du levain sur le comportement dynamique en réponse à ce changement 
d’environnement. La dernière série (E) considère plus l’évaluation de l’état physiologique 
initiale du microorganisme que l’impact de la concentration initiale en éthanol, étant donné 
que tous les réacteurs de cette série contiennent initialement une concentration en éthanol 
similaire (32 g/L  – 33 g/L). 
IV. 7. 1. Validation du modèle 
 La validation du modèle est réalisée à partir de la comparaison des vitesses spécifiques 
de croissance déterminées par rapport à la biomasse viable issues des expériences et du 
modèle proposé.   
IV. 7. 1. 1. Série (D) 
 La série (D) est composée de quatre expériences : l’état physiologique initial du 
microorganisme est caractérisé par une viabilité égale à 26 ± 3,3 %, 117 g/L d’éthanol produit 
au moment de l’ensemencement et une concentration nulle en glucose résiduelle. La 
concentration initiale en en éthanol est différente dans chaque réacteur (15, 25, 47 et 70 g/L) 
avec une concentration en substrat de 110 g/L ;  l’ajout du substrat est effectué lorsque la 
concentration en glucose résiduelle atteint  20 g/L. 
IV. 7. 1. 1. 1. Quantifications macroscopiques : Cinétiques de culture. 
  
L’évolution dynamique des concentrations en biomasse totale et viable, glucose et 
éthanol est présentée dans la figure IV. 27 ;  chaque graphique correspond à un réacteur 
contenant une concentration différente en éthanol initial ajouté. L’ensemble des performances 
atteintes pour la série (D) est synthétisé dans le tableau IV. 7 de manière succincte. Les 
cultures en mode discontinu alimenté contiennent la plus faible concentration initiale en 
éthanol (15, 25 et 47 g/L) tandis que celles contenant la plus forte concentration en éthanol 
(70 g/L) ajoutée initialement sont conduites en mode batch. 
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Figure IV. 27. Evolution du glucose, de la biomasse totale et viable, ainsi que de l’éthanol en fonction du temps, 
au cours des cultures en mode batch de la souche Saccharomyces cerevisiae CBS 8066 sur milieu minéral à 
différentes concentrations en éthanol initial ; à 30°C, pH régulé à 4.0, sans limitation d’oxygène. 
Glucose Ethanol Biomasse Biomasse viable
0
200
600
1000
1400
0
10
20
30
40
50
60
0
200
600
1000
1400
1800
0
10
20
30
40
50
60
[EtOH]in= 47 g/L
0
1
2
3
4
5
0
20
40
60
80
100
120
0
100
300
500
700
0
5
10
15
20
25
0 20 40 60 80
G
lu
co
se
 
(g)
, 
Et
ha
n
o
l(g
)
B
io
m
as
se
 
(g
), B
io
m
as
se
 
v
ia
bl
e 
(g
) 
[Ethanol]= 70 g/L
Temps (h)
[Ethanol = 47 g/L
[Ethanol]= 25 g/L
[Ethanol]= 15 g/L
G
lu
co
se
 
(g)
, 
Et
ha
n
o
l(g
)
B
io
m
as
se
 
(g
), B
io
m
as
se
 
v
ia
bl
e 
(g
) 
Chapitre IV. Discussion des résultats « ex-situ » 
 - 126 -   
Lors de la culture réalisée en présence de la plus faible concentration initiale en 
éthanol, la concentration en biomasse totale et viable sont couplées jusqu’à 28 heures. A la fin 
de l’expérience, 123,8 g/L d’éthanol sont produits à partir de la consommation de 1585,8 g du 
substrat. La concentration en éthanol produit est 5 % inférieure (118,23 g/L) lors de la culture 
initiée avec 25 g/L d’éthanol ; la concentration maximale en biomasse totale est 7 % plus 
faible que celle obtenue lors de la culture initiée avec la plus faible concentration initiale en 
éthanol. La différence entre les deux cultures (15 et 25 g/L) est notable : la levure consomme 
une quantité plus faible de glucose (18 %), mais ses capacités de croissance et de production 
sont très proches (variation 5 – 7 %). 
 L’effet négatif de l’éthanol peut être clairement observé sur les performances 
cinétiques lors de la culture contenant 47 g/L en éthanol ajouté initialement par rapport à celle 
contenant initialement 25g/L ; la capacité de consommation du substrat et de croissance 
diminue de 50% environ ; la quantité de glucose consommé est égale à 80,25 g et la 
concentration en biomasse maximale est égale à 6,9 g/L. Toutefois, la capacité de production 
d’éthanol du microorganisme semble moins affectée (32 % inférieure), en produisant 80,2 g/L 
d’éthanol.  
 L’inhibition plus importante de l’éthanol ajouté initialement est observée dans le 
réacteur contenant 70 g/L : la concentration maximale en biomasse produite est égale à 2,7 
g/L, 49,7 g/L de glucose sont consommés et 16,7 g/L d’éthanol sont produits. 
 
Tableau IV.  7. Bilan des cultures de la série (d), de la souche Saccharomyces cerevisiae CBS8066 en présence 
de concentrations initiales variables en éthanol. 
 
[Ethanol]Initiale (g/L) 
 
15 
 
25 
 
47 
 
70 
Temps (h) 72,8 72,8 72,8 72,8 
GlucoseConsommée 1586 g 1313 g 663 g 49,7 g/L 
[Biomasse]Max (g/L) 12,6 11,8 6,9 2,7 
[Biomasse viable]Max (g/L) 10,5 9,1 3,9 1,2 
[Ethanol]Produit (g/L) 123,9 118,2 80,2 16,7 
Y X/Sa (gX/gS) 0,049 0,035 0,034 0,034 
Y P/S (gEthanol/gS) 0,33 0,34 0,41 0,33 
a
 déterminé pendant la phase de croissance   
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Figure IV. 28. Evolution temporelle de co-produits dans des cultures en mode batch et fed-batch à des 
concentrations en éthanol initial de 15, 25, 47 et 70  g/L, en utilisant la levure S.c. CBS8066,  sur milieu minéral 
complet à 30°C et pH régulé à 4, sans limitation d’oxygène. 
 
 Le rendement de l’éthanol produit en fonction du substrat consommé reste assez 
constant (entre 0,33 g/g et 0,34 g/g) sauf pour le réacteur contenant 47 g/L en éthanol ajouté 
initialement dont le rendement produit/substrat est égal à 0,41 g/g. L’évolution du rendement 
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biomasse/substrat est inversement proportionnelle à la concentration initiale en éthanol 
présente dans le réacteur, sauf pour le réacteur contenant 70 g/L initialement. 
 La concentration des co-produits (glycérol, succinate et acide acétique) en fonction du 
temps est présentée dans la figure IV. 28.  
Dans toutes les expériences de la série (D), la concentration maximale du succinate 
reste inférieure à 1,2 g/L. 
  La concentration maximale de glycérol produit est égale à 9 g/L tandis que l’acide 
acétique reste égal à 2,5 g/L dans le réacteur contenant la plus faible concentration initiale en 
éthanol (15g/L). En ce qui concerne le réacteur contenant 25 g/L initialement, la concentration 
en glycérol produit reste égale au précédent (9 g/L) et celle en acide acétique est égale à 1,9 
g/L. Il est à noter que la production de glycérol est plus importante dans le réacteur contenant 
initialement 47 g/L d’éthanol ; 13,4 g/L de glycérol sont produits au bout de 72,8 heures de 
culture ; tandis que la concentration en acide acétique produit est égale à 0,88 g/L. 
L’augmentation de la production de glycérol est en accord avec la littérature (Alfenore et al. 
2006 ; Bakker et al. 2001 ; Wang et al. 2001) en considérant l’effet de protection du glycérol 
face au stress. Finalement, la concentration en glycérol produit dans le réacteur contenant 70 
g/L est égale à 4,5 g/L, tandis que la concentration en acide acétique produit reste la plus 
faible de toutes les expériences de cette série (D), à savoir 0,4 g/L. 
 
IV. 7. 1. 1. 2. Quantifications microscopiques : Viabilité cellulaire. 
  
 L’évolution de la viabilité cellulaire en fonction du temps (figure IV. 29), est un 
paramètre très important à prendre en compte, base de l’analyse quantitative de la réponse du 
microorganisme face à un changement d’environnement. Les réacteurs de la série (D) sont 
ensemencés avec le même levain (viabilité = 26±3 %).  
 Une augmentation de la viabilité cellulaire pour atteindre 89 % est observée après 23,2 
heures d’expérience, pour le réacteur contenant la plus faible concentration en éthanol ajouté 
initialement (15 g/L) ; une stabilisation de la viabilité est observée pendant les 11 heures qui 
suivent, autour de 84 %. Après 34,3 heures, la viabilité diminue pour atteindre 14% à la fin de 
l’expérience.  
 Le temps pour la reprise de la viabilité cellulaire est plus important lorsque la culture 
contient initialement 25 g/L d’éthanol en comparaison avec l’expérience décrite 
précédemment ; 26,8 heures sont nécessaires pour atteindre une viabilité égale à 80 %. A 47 
g/L d’éthanol ajouté initialement, une diminution de la viabilité jusqu’à 12,7 % est observée 
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dans les premières 6,7 heures, suivie d’une augmentation très importante pour atteindre 73 % 
en 26,8 heures de culture. Le temps d’adaptation nécessaire pour le microorganisme est plus 
important lorsque la concentration en éthanol dans le milieu devient plus stressante. Ainsi 
pour une concentration initiale de 70 g/L en éthanol, une diminution de la viabilité jusqu’à 
12% est observée après 15 heures, après que la phase de latence ou adaptation ait lieu ; 
ensuite la viabilité maximale de 30 %, proche de la viabilité initiale, est observée à 55 h de 
culture.   
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure IV. 29. Evolution temporelle de la viabilité cellulaire au cours des cultures en mode fed-batch (15, 25 et 
47 g/L) et batch (70 g/L) de la souche Saccharomyces cerevisiae CBS8066 sur milieu minéral complet, à 
différentes concentrations en éthanol initial à 30°C, pH ajusté à 4 et sans limitation d’oxygène. 
  
 Dans un même état physiologique initial, la variation de la tolérance à l’éthanol 
dépend de la concentration en éthanol ajouté initialement au milieu ; cette variation s’observe 
clairement lorsque la viabilité est reportée en fonction de la concentration en éthanol présent 
(figure IV. 30). L’évolution de la viabilité dans les cultures contenant 15 g/L et 25 g/L 
montrent une inhibition lorsque la concentration en éthanol atteint 110 g/L ;  au delà de cette 
concentration critique, la viabilité diminue et tend vers une très faible valeur aux plus fortes 
concentrations en éthanol.  
 La concentration critique d’éthanol correspondant à la diminution de la viabilité 
cellulaire,  décroit lorsque la concentration en éthanol ajouté initialement augmente ; pour de 
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concentrations initiales en éthanol de 47 g/L et 70 g/L, la concentration critique devient égale 
à 80 g/L. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure IV. 30. Evolution de la viabilité cellulaire en fonction de la concentration en éthanol exogène, au cours 
des cultures en mode fed-batch (15, 25 et 47 g/L) et batch (70 g/L) de la souche Saccharomyces cerevisiae 
CBS8066 sur milieu minéral complet, à différentes concentrations en éthanol initial à 30°C, pH ajusté à 4 et sans 
limitation d’oxygène 
 
IV. 7. 1. 2. Série (E) 
  
 Les réacteurs de la série (E) ont été ensemencés avec des cellules en différents états 
physiologiques : la viabilité de chaque levain différe (57, 47 et 33 %), la concentration en 
éthanol produit dans le levain est supérieure ou égale à 120 g/L et la concentration résiduelle 
en glucose est nulle ; ces levains ont été ensemences dans trois réacteurs contenant une 
concentration en éthanol ajouté initialement, relativement proche (32 g/L – 33 g/L). L’objectif 
dans la réalisation de cette série est , outre la validation du modèle, l’analyse de l’influence de 
l’état physiologique initial sur le comportement de la levure lors de culture initiée avec une 
concentration en éthanol ajouté initialement similaire. 
 
IV. 7. 1. 2. 1. Quantifications macroscopiques : Cinétiques de culture. 
  
 L’évolution des cinétiques de culture des trois réacteurs correspondant à la série (E), 
menés en mode discontinu alimenté, est décrite dans la figure IV. 31 ; dans la culture 
contenant la viabilité plus importante (57 ± 3 %), 89,7 g/L d’éthanol ont été produits en 
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consommant 812 g du substrat ; la biomasse totale maximale observée est égale à 12,9 g/L, 
tandis que la concentration en biomasse viable maximale atteint 8,4 g/L.  
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure IV. 31. Evolution du glucose, de la biomasse totale et viable, ainsi que de l’éthanol en fonction du temps, 
au cours des cultures en mode fed-batch de la souche Saccharomyces cerevisiae CBS8066 sur milieu minéral à 
différents concentrations en éthanol initial ; à 30°C, pH régulé à 4.0, sans limitation d’oxygène. 
  
 Le levain contenant 47 ± 3 % au moment de l’ensemencement, présente de 
performances inférieures à la culture décrite précédemment ; la capacité de consommation de 
glucose est 20 % inférieure avec une consommation du substrat de 655 g. La quantité 
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d’éthanol produite est égale à 74 g/L avec une concentration en  biomasse totale et viable 
égales à 11,7g/L et 8,4 g/L respectivement. 
 Le réacteur ensemencé avec un levain dans le plus défavorable état physiologique en 
terme de viabilité cellulaire (33 ± 3 %) montre des capacités fermentaires et de croissance 
réduites par rapport aux résultats issus des autres cultures de la série (E).  72 g/L d’éthanol  
sont produits dans cette culture, en consommant 612 g du substrat et produisant 11,3 g/L et 
6,5 g/L de biomasse totale et viable maximales respectivement. 
 Un bilan des performances des cultures de la série (E) est proposé dans le tableau IV. 
9 ; cette série permet d’analyser l’impact de l’état physiologique initial de la levure sur son 
comportement macro cinétique. On observe que les rendements biomasse/substrat (YX/S) et 
produit/substrat (YP/S) sont fonctions de l’état physiologique initial du microorganisme 
puisque la concentration en éthanol initiale est similaire dans les trois expériences.  
Tableau IV. 8. Bilan des cultures de la série (D), de la souche Saccharomyces cerevisiae CBS8066. 
 
ViabilitéInitiale (%) 
 
57 ± 3 
 
47 ± 3 
 
33 ± 3 
Temps (h) 166,5 155,5 147,5 
GlucoseConsommée (g) 812  655 612 
[Biomasse]Max (g/L) 12,9 11,7 11,3 
[Biomasse viable]Max (g/L) 8,4 8,4 6,5 
[Ethanol]Initiale (g/L) 33 33 32 
[Ethanol]Produit (g/L) 89,7 74 72 
Y X/Sa (gX/gS) 0,029 0,028 0,026 
Y P/S (gEthanol/gS) 0,26 0,25 0,23 
a
 déterminé pendant la phase de croissance   
 
 L’évolution des co-métabolites produits en fonction du temps est très similaire pour 
les trois cultures de cette série (E), comme on peut l’observer sur la figure IV. 32. La 
production de glycérol est inversement proportionnelle à la viabilité déterminée dans le 
levain :  à mesure que l’état physiologique initial du microorganisme est moins performant, la 
cellule produit plus de glycérol,  les productions d’acide acétique et du succinate restant 
relativement similaires.  
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Figure IV. 32. Evolution temporelle de co-produits dans des cultures en mode fed-batch, ensemencées avec des 
levains dans un état physiologique différent, en utilisant la levure S.c. CBS8066,  sur milieu minéral complet à 
30°C et pH régulé à 4, sans limitation d’oxygène. 
  
 Pour la culture initiée avec un levain dans le meilleur état physiologique initial en 
terme de viabilité (57 ± 3 %), les quantités maximales de glycérol, acide acétique et succinate 
produites sont égales à 12,7 g/L ; 3,7 g/L et 1,85 g/L respectivement. Le réacteur ensemencé 
avec le levain contenant (47 ± 3 %), montre de concentrations maximales produites en 
glycérol (13,4 g/L), acide acétique (3,9 g/L) et succinate (2,4 g/L) plus importantes que la 
culture décrite précédemment. Dans la culture contenant initialement la viabilité la plus faible 
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(33 ± 3 %), 19,3 g/L de glycérol, 4,2 g/L d’acide acétique et 2,8 g/L de succinate, sont 
produits.  
 A partir de ces résultats expérimentaux on peut considérer que la production de co-
métabolites est favorisée par rapport à  la production d’éthanol, lorsque l’état physiologique 
du levain est très affecté. Cette série d’expériences montrent que, outre la concentration 
initiale en éthanol, l’état physiologique initial de la levure est un facteur primordial qui 
conditionne le comportement du microorganisme face à un environnement stressant. 
 
IV. 7. 1. 2. 2. Quantifications microscopiques : Viabilité cellulaire 
 On pourrait considérer que le comportement d’une levure lorsqu’elle est ensemencé 
dans des milieux de compositions identiques contenant de quantités en éthanol très proches 
(32-33 g/L), devrait être le même… Cette partie montre que ce n’est pas le cas puisque la 
croissance, la production d’éthanol et co-métabolites ainsi que le comportement de la viabilité 
dans chaque réacteur diffèrent en fonction de l’état physiologique initial de la levure. 
   
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure IV. 33. Evolution temporelle de la viabilité cellulaire au cours des cultures en mode fed-batch, à 
différents états physiologiques initiaux de la souche Saccharomyces cerevisiae CBS8066 sur milieu minéral 
complet, à différentes concentrations en éthanol initial à 30°C, pH ajusté à 4 et sans limitation d’oxygène. 
  
 L’évolution de la viabilité en fonction du temps est présenté dans la figure IV. 33 ; une 
augmentation de la viabilité est observé jusqu’à 96% en 10 heures du début de la culture 
contenant la plus haute viabilité initiale de la série (E) ; suivi d’une diminution à la même 
viabilité initiale (58%) à 24 heures. 
0
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
0,7
0,8
0,9
1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Temps (h)
Vi
ab
ili
té
33± 3% ViabilitéInitiale47 ± 3 % ViabilitéInitiale57 ± 3 % ViabilitéInitiale
Vi
ab
ili
té
Chapitre IV. Discussion des résultats « ex-situ » 
 - 135 -   
 La capacité de réponse du microorganisme est diminué lorsque sa viabilité initiale est 
égale à 47 ± 3 % puisque la viabilité maximale observé pour cette reste autour de 80 % dans 
18 heures. La diminution de la viabilité est moins drastique que la culture précédente.  
 Le réacteur contenant 33 ± 3 % de viabilité initiale présente un temps d’adaptation 
plus  important, étant donné qu’une augmentation de la viabilité (jusqu’à 70%) est observé 
après 26 h du culture. Le comportement dynamique de ce réacteur est différent au deux autres, 
comme on peut l’observer une quasi « maintenance » de la viabilité (44 ± 4 %) a lieu pendant 
23,5 heures, ensuite la diminution de la viabilité est inévitable. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure IV. 34. Evolution de la viabilité cellulaire au cours des cultures en mode fed-batch en fonction de la 
concentration en éthanol exogène, à différents état physiologique initiales de la souche Saccharomyces 
cerevisiae CBS8066 sur milieu minéral complet, à différents concentration en éthanol initial à 30°C, pH ajusté à 
4 et sans limitation d’oxygène. 
 
 La capacité de la levure à tolérer l’éthanol est fonction aussi de l’état physiologique 
initiale du microorganisme, tel qu’on peut l’observer dans la figure IV. 34, une diminution de 
la capacité de tolérance à l’éthanol est observé à mesure que la viabilité initiale diminue. 
 La concentration en éthanol critique pour le réacteur contenant initialement 57 % de 
viabilité est égale à 120 g/L, tandis que pour celui contenant 47 % de viabilité initiale, la 
viabilité est maintenue jusqu’à une concentration critique en éthanol de l’ordre de 105 g/L. 
Par contre le réacteur contenant l’état physiologique initiale plus défavorable (33 % de 
viabilité) présente une concentration critique égale à 95 g/L. 
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IV. 7. 1. 3. Quantifications macroscopiques : Vitesses spécifiques. 
 Les vitesses spécifiques de croissance et de production d’éthanol déterminés par 
rapport à la biomasse viable sont primordiales pour la validation du modèle proposé au début 
de cette section. La comparaison entre les vitesses spécifiques viables de croissance (µv) et de 
production d’éthanol (vpv) obtenues à partir des résultats expérimentaux sont comparés à 
celles obtenues à partir du modèle établi. 
IV. 7. 1. 3. 1. Vitesse spécifique viable de croissance (µv) 
 
  Le modèle décrit de façon très proche l’évolution des différentes vitesses spécifiques 
viables de croissance (µv) pour les deux séries d’expériences réalisées (D et E). Les résultats 
obtenus argumentent l’importance des concentrations en éthanol et en biomasse viable 
produites en fonction du temps.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure IV. 35. Comparaison entre les prédictions du modèle et l’évolution des vitesses spécifiques de croissance 
(µv) déterminées par rapport à la biomasse viable de cultures de la série (D) contenant différentes concentrations 
en éthanol (15, 25, 47 et 70 g/L) de la souche Saccharomyces cerevisiae CBS8066 sur milieu minéral complet, à 
différentes concentrations en éthanol initial à 30°C, pH ajusté à 4 et sans limitation d’oxygène. 
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Figure IV. 36. Comparaison entre les prédictions du modèle et l’évolution des vitesses spécifiques de croissance 
déterminées par rapport à la biomasse viable de cultures de la série (E) à différents états physiologiques initiaux 
en termes de viabilité (33±3, 47±3 et 57±3 %) de la souche Saccharomyces cerevisiae CBS8066 sur milieu 
minéral complet, à différentes concentrations en éthanol initial à 30°C, pH ajusté à 4 et sans limitation 
d’oxygène.  
  
 La figure IV. 35 présente l’évolution de la vitesse spécifique de croissance calculée 
par rapport à la concentration en biomasse viable (µv) déterminée à partir des résultats 
expérimentaux ainsi que prédit par le modèle, pour chaque réacteur de la série (D) contenant 
différentes concentrations en éthanol (15, 25, 47 et 70 g/L) ajouté initialement. On remarque 
que pour les expériences réalisées à plus hautes concentrations initiales en éthanol (47 g/L et 
70 g/L), les valeurs de µv au début de l’expérience sont assez proches, pour s’éloigner après 
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avoir atteint un maximum ; en ce qui concerne les réacteurs contenant 15 g/L et 25 g/L, l’écart 
reste depuis le début de l’expérience et conduit à une concentration en éthanol exogène plus 
importante (60 g/L – 90 g/L). 
 Le comportement des vitesses spécifiques viables de croissance (µv) déterminées à 
partir du modèle et à partir des résultats expérimentales pour la série (E) reste presque le 
même que celui de la série (D) ; même si le principe d’analyse de chaque série est différent, le 
modèle a permis de déterminer les valeurs de µv pour les deux séries. 
 L’évolution des µv pour la série (E) a un comportement différent pour chaque 
réacteur (voir Figure IV. 36); même si la concentration initiale en éthanol est très proche (32 
g/L – 33 g/L) ce qui varie dans ce cas, c’est l’état physiologique initiale su microorganisme en 
termes de viabilité. Pour l’expérience contenant initialement 57 ± 3 % de viabilité, l’écart 
entre les valeurs déterminés avec le modèle et ceux calculés à partir de donnés expérimentales 
reste inférieure à 30 %. Par contre le réacteur ayant 47 ± 3 % de viabilité au début de 
l’expérience présente un écart plus faible (20 %) entre les valeurs de µv. Les concentrations 
auxquels, les vitesses deviennent nulles sont assez proches, 104 g/L pour µv calculé à partir de 
donnés expérimentales  et 107 g/L pour µv déterminé à partir du modèle.  
 L’expérience contenant l’état physiologique moins favorable, en termes de viabilité 
(33 ± 3 %) présente l’écart plus importante (> 80 %) de cette série, même si les valeurs restent 
assez proches au début de l’expérience. 
IV. 7. 1. 3. 2. Vitesse spécifique viable de production d’éthanol (vpv) 
  
 Les figures IV. 37 et IV. 38 montrent les vitesses spécifiques de production d’éthanol 
déterminées à partir de la biomasse viable et celles obtenues à partir du modèle établi en 
fonction de l’évolution des concentrations d’éthanol et de la biomasse viable, pour la série 
d’expériences (D) et (E) respectivement.  
 Les vitesses prédites par le modèle sont très proches des vitesses spécifiques de 
production d’éthanol déterminées à partir de l’expérience pour les deux expériences (D et E) 
bien que les conditions de chaque série soient complètement différentes. 
 En ce qui concerne la série (D), les allures des vitesses sont très similaires. Les 
vitesses spécifiques maximales dans les expériences contenant les plus faibles concentrations 
initiales en éthanol (15 g/L et 25 g/L) présentent l’écart plus important entre les vitesses 
déterminées à partir du modèle et celle à partir de l’expérience. Pour le réacteur contenant 
initialement 47 g/L d’éthanol, les courbes sont presque superposées avec l’écart le plus faible 
observé (10%). 
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Figure IV. 37. Comparaison entre les prédictions du modèle et l’évolution des vitesses spécifiques de production 
d’éthanol déterminées par rapport à la biomasse viable de cultures de la série (D) contenant différentes 
concentrations en éthanol (15, 25, 47 et 70 g/L) de la souche Saccharomyces cerevisiae CBS8066 sur milieu 
minéral complet, à différentes concentrations en éthanol initial à 30°C, pH ajusté à 4 et sans limitation 
d’oxygène. 
 
 
 L’objectif de la série (E) est d’analyser l’impact de l’état physiologique initial de la 
levure sur son comportement dans la culture, pour cette série, les vitesses spécifiques de 
production d’éthanol (vpv) déterminées à partir de l’expérience sont très proches de celles 
prédites par le modèle. Les expériences contenant une viabilité initiale égale à 57 ± 3 % et 33 
± 3 % montrent plus de différence entre les vitesses spécifiques du modèle et celles 
déterminées à partir de l’expérience, tandis que l’expérience réalisé avec une viabilité initiale 
de 47 ± 3 % montre la meilleur corrélation de la série avec un écart de 10%. 
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Figure IV. 38. Comparaison entre les prédictions du modèle et l’évolution des vitesses spécifiques de production 
d’éthanol déterminées par rapport à la biomasse viable de cultures de la série (E) à différents état physiologique 
initiales en termes de viabilité (33±3, 47±3 et 57±3 %) de la souche Saccharomyces cerevisiae CBS8066 sur 
milieu minéral complet, à différentes concentrations en éthanol initial à 30°C, pH ajusté à 4 et sans limitation 
d’oxygène.  
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Tableau IV. 9. Comparaison des vitesses spécifiques maximales de croissance et de production d’éthanol 
viables et totales, pour les cultures de la série (D et E). 
 
Conditions de culture µMax µViableMax νp Max νpViableMax 
Batch / Fed-Batch aéré° 0,43 -- 2,2 -- 
[EtOH]In= 15 g/L * 0,21 0,25 1,12 1,52 
[EtOH]In= 25 g/L * 0,17 0,22 0,95 1,43 
[EtOH]In= 47 g/L * 0,08 0,14 0,85 0,76 Sé
rie
 
D
 
[EtOH]In= 70 g/L  0,05 0,06 0,19 0,58 
57±3 % ViabilitéInitiale 0,17 0,21 0,63 0,74 
47±3  % ViabilitéInitiale 0,19 0,22 0,91 1,14 
Sé
rie
 
E 
33±3  % ViabilitéInitiale 0,09 0,21 0,36 1,03 
° Alfenore et al. 2004 ; * Mises en œuvre en mode Fed-Batch   
 
  
 
 Un bilan des vitesses spécifiques maximales de croissance (µ) et de production (vp) 
déterminés à partir de la biomasse totale et viable est décrit dans le tableau IV. 9 ; les valeurs 
référence (Alfenore et al. 2004) sont les valeurs maximales que la levure (S. c. CBS8066) est 
capable d’atteindre sous conditios optimales de culture (pas d’éthanol exogène au début de 
l’expérience) et un excellent état physiologique initial  (très faible production d’éthanol dans 
le levain (< 20  g/L), 95-100% de viabilité initiale). L’effet négatif de la concentration initiale 
en éthanol (série D) et de l’état physiologique initial du microorganisme (série E) est très 
visible sur la diminution des capacités de croissance et de production d’éthanol puisque la 
levure n’arrive jamais à récupérer ses capacités maximales ; dans tous les cas les valeurs 
restent de 40 à 89 % inférieures en ce qui concerne la croissance et pour la production 
d’éthanol, de 32 à 92 %. Ces résultats confirment les considérations établies précédemment 
sur l’importance de  la concentration initiale d’éthanol et de l’état physiologique initial sur le 
comportement dynamique et la capacité d’adaptation du microorganisme à un nouvel 
environnement. 
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IV. 8. Conclusion 
 Les résultats des expériences réalisés « ex-situ » ont permis de dégager des donnés sur 
le comportement de la levure S.c. CBS8066 lorsqu’elle change d’environnement, en 
identifiant les paramètres principaux qui dirigeront la capacité d’adaptation du 
microorganisme :  
- La concentration initiale en éthanol exogène contenu dans le milieu de culture, lors du 
passage de R1 vers R2 dans le BBRC, cette quantité est importante. 
- L’état physiologique initial du microorganisme en termes de 
1.  La quantité d’éthanol produit dans le milieu de provenance (le levain dans notre 
étude). L’éthanol produit dans le réacteur où se trouve la levure aura un impact sur les 
performances, lors de son passage vers un nouvel environnement contenant une 
certaine quantité d’éthanol. 
2. La viabilité initiale lorsque le microorganisme est transféré vers un nouvel 
environnement. Les concentrations en éthanol dans chaque étage du bioréacteur en 
définissant les environnements de passage, soit R1 vers R2, soit R2 vers R1 ou soit R2 
vers R2 ; dirigeront la capacité de reprise ou la maintenance de la viabilité.  
 
 Les résultats de ce chapitre montrent que la levure ne s’adapte pas immédiatement au 
nouvel environnement. Dans tous les cas une période d’adaptation est nécessaire ; lorsque les 
conditions dans le nouvel environnement sont plus sévéres, la durée de la phase d’adaptation 
sera plus longue, par contre si les conditions du nouvel environnement sont favorables, le 
microorganisme prendra moins de temps à s’adapter. En conclusion, l’adaptation de la levure 
dépend autant  des conditions physiologiques initiales que des conditions environnementales 
du milieu réactionnel.  
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V. 1. Introduction 
 
Sur la base des résultats expérimentaux obtenus sur les temps d’adaptation et les 
réponses dynamiques de la levure Saccharomyces cerevisiae lors de changements 
d’environnement, diverses expériences ont été réalisées dans le bioréacteur biétagé avec 
recyclage cellulaire (BBRC) afin de voir s’il était possible de mieux gérer l’activité cellulaire.  
 
Plusieurs expériences ont été réalisées pour tester les différentes hypothèses formulées 
à la suite des thèses de Ben Chaabane (2006) et Aldiguier (2006) en intégrant les résultats 
acquis dans la première partie de ce travail.  
 
 Dans ce chapitre les résultats obtenus en BBRC sont focalisés sur la quantification des 
temps nécessaires à la reprise et/ou au maintien des activités catalytiques, en validant la 
pertinence de la stratégie de régénération cellulaire entre les deux réacteurs. Les cultures ont 
été réalisées en milieu minéral complet avec apports contrôlés en vitamines et substrat, à 
température régulée de 30°C et pH 4 régulé à l’aide d’une solution d’ammoniaque (seule 
source d’azote pour la croissance). Le traitement des résultats a été effectué à l’aide du 
logiciel de réconciliation de données développé au laboratoire par Ben Chaabane (2006). 
 
Ce chapitre présente les résultats expérimentaux obtenus en BBRC. Dans un premier 
temps l’ensemble des expériences sera présenté en précisant les paramètres opératoires 
utilisés. La réponse dynamique de la levure sera étudiée en décrivant les évolutions (en 
régime continu) des vitesses spécifiques, des rendements et des performances de production 
obtenues dans chacun des étages. Les données ont été réconciliées et vérifient les bilans 
carbone et oxydoréductif. Dans un deuxième temps, des analyses de la viabilité cellulaire 
seront commentées. Dans une dernière partie l’influence de la pression osmotique sur la 
viabilité cellulaire sera discutée.  
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V. 2. Résultats expérimentaux : Analyses macrocinétiques 
 
Sur la base des expériences réalisées « ex-situ », un point de fonctionnement pour le 
BBRC est choisi, correspondant à des concentrations en éthanol autour de 60 g/L dans le 
deuxième réacteur (R2) et 37 g/L dans le premier réacteur (R1). Dans ces conditions, les 
résultats obtenus « ex-situ » (série A2) ont montré que la viabilité cellulaire passe de 50 % à 
90 % en 17 h. Ainsi, l’objectif principal des expériences en BBRC est de maintenir et/ou 
augmenter la quantité de cellules viables pendant le régime permanent en considérant, 
compte-tenu de la conduite en mode continu, un temps cumulé de passage répété des cellules 
sur le premier étage correspondant au temps minimal de reprise de la viabilité cellulaire, dans 
les conditions opératoires choisies.  
Des simulations de point de fonctionnement du BBRC sont réalisées à l’aide du 
modèle établie par Ben Chaabane (2006) ; les objectifs établies en termes des concentrations 
en éthanol sont fixées autour de 30 à 40 g/L dans le premier réacteur et 60 à 70 g/L dans le  
deuxième étage. Ces conditions opératoires correspondent aux expériences (a), (c) et (d). 
L’expérience (d) est réalisée en augmentant quasiment d’un facteur 3 le temps de séjour de la 
biomasse dans le premier étage (1,88 h) par rapport aux expériences (a) et (c) (où le temps de 
séjour de la biomasse dans le premier étage est de 0,66 h). Ainsi, dans l’objectif annoncé de 
quantifier l’impact du temps cumulé de passage dans le premier étage par rapport à un 
maintien ou à une reprise de l’activité cellulaire, les régimes permanents doivent être 
maintenus au moins 123 heures pour les expériences (a) et (c) et 125 h pour l’expérience (d).  
L’expérience (b) a été réalisée consécutivement à l’expérience (a) afin d’évaluer 
l’impact de la limitation en glucose dans le deuxième étage du bioréacteur sur la viabilité 
cellulaire, comme suggéré au cours des travaux de Ben Chaabane (2006). 
Les expériences (f) et (g) ont été mises en œuvre dans l’objectif d’atteindre une 
accumulation de biomasse proche du point de fonctionnement optimal identifiée lors des 
travaux de Aldiguier (2006). Le temps de séjour de la biomasse dans le deuxième étage est 
modifié entre les 2 expériences tout en gardant constant le ratio des temps de séjour biomasse 
entre le premier et le deuxième étage. 
Les phases de conduite du BBRC (phase batch et phase continue) sont rappelées ici, 
les détails étant reportés dans le chapitre Matériel et Méthodes :  
- phase batch. Les cultures sont menées à pH 4 régulé, température de 30°C régulée et sans 
limitation d’oxygène ; la concentration initiale en glucose dans chaque réacteur est de 100 
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g/L. Pendant cette phase, la pO2 est régulée (20 – 60 %) par le débit d’aération et la vitesse 
d’agitation.  
- phase continue. Les conditions opératoires définies par simulation sont imposées au 
système, le régime permanent est atteint lorsque les concentrations des différentes variables 
(éthanol, glucose, biomasse) sont stabilisées.   
Pour les différentes expériences envisagées, les paramètres opératoires déterminés par 
simulation et imposés sur le pilote sont décrits dans le tableau suivant. Les résultats - en 
termes des concentrations en biomasse totale, biomasse viable, éthanol et glycérol produits, 
ainsi que glucose consommé – issus de ces simulations sont également synthétisés dans le 
Tableau V.1. 
 
Tableau V. 1. Variables opératoires de la phase en mode continu, temps de séjour de la biomasse (TBRéactor) et du 
liquide (TLRéactor) dans chaque étage du bioréacteur et objectifs atteints en biomasse (X) totale et viable, éthanol 
et glycérol produits. Saccharomyces cerevisiae CBS8066, pH 4, 30°C, milieu minéral, sans limitation d’oxygène 
pour R1 et microaération pour R2.  
Paramètre\Expérience a b* c d e f g 
Q12 (L/h) 6.10 5.45 6.10 2.13 9.10 5.62 9.79 
Q21 (L/h) 2.21 2.25 2.21 0.70 4.10 2.13 4 
QPérmeat (L/h) 3.53 3.08 3.53 1.25 4.95 3.40 5.70 
QPurge (L/h) 0.36 0.12 0.36 0.18 0.05 0.09 0.09 
QS1 (L/h) 1.02 0.86 1.02 0.33 1.40 1.07 1.80 
QS2 (L/h) 0 0.86 0 0 0 0 0 
QMilieu (L/h) 0.39 0.39 0.39 0.39 0.10 0.06 0.10 
QVitamines (L/h) 0.023 0.023 0.023 0.023 0.023 0.023 0.023 
V1 (L) 4 4 4 4 4 4 4 
V2 (L) 10.5 10.5 10.5 10.5 8 9 9 
TB1 (h) 0,66 0,73 0,66 1,88 0,44 0,71 0,41 
TB2 (h) 4,09 4,44 4,09 11,9 1,93 4,05 2,2 
TB1/TB2  0,16 0,17 0,16 0,16 0,23 0,18 0,19 
TL1 (h) 0,66 0,73 0,66 1,8 0,44 0,71 0,41 
TL2 (h) 1,72 1,93 1,72 4,9 0,88 1,6 0,92 
TL1/TL2 0,38 0,38 0,38 0,38 0,5 0,44 0,44 
Objectifs :        
X totale R1 (g/L) 20,0 58,6 20,0 17,5 105,0 63,0 80,0 
X viable R1 (g/L) 13,7 22,0 13,7 9,2 45,0 22,0 28,5 
X totale R2 (g/L) 51,3 130,4 51,3 45,0 250,0 160,0 190,0 
X viable R2 (g/L) 33,8 46,7 33,8 20,5 100,0 53,0 67,0 
Glucose R1 (g/L) 68,1 80,0 68,1 48,5 80,0 82,0 93,0 
Glucose R2 (g/L) 0,6 1,0 0,6 0,2 0,8 0,4 0,8 
Ethanol R1 (g/L) 31,6 59,5 31,6 32,2 45,0 43,0 44,5 
Ethanol R2 (g/L) 61,4 100,0 61,4 54,0 71,8 76,0 78,0 
Glycérol R1 (g/L) 1,7 1,9 1,7 1,7 0,7 1,3 0,8 
Glycérol R2 (g/L) 3,4 2,5 3,4 2,7 0,7 1,8 1,3 
* Double alimentation en glucose. 
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Les résultats expérimentaux ont été analysés d’un point de vue macrocinétique et 
traités à l’aide d’un logiciel de réconciliation de données afin d’évaluer la qualité des mesures 
réalisées. Ainsi, pour toutes ces expériences (excepté l’expérience (d) pour laquelle les 
résultats macroscopiques n’ont pas pu être réconciliés), les bilans carbone et oxydo-réductif 
sont recouvrés à 95 %. Les vitesses spécifiques (calculés par rapport à la biomasse viable) et 
les rendements ont ainsi pu être déterminés. Par ailleurs, des analyses dynamiques au niveau 
microscopique (viabilité, concentration en cellules viables, bourgeonnantes, actives, mortes et 
totales) et physico-chimique (par la mesure de la pression osmotique) ont également été 
réalisées. 
Concernant la comparaison des expériences (a), (c) et (d), celle-ci n’a pas été possible. 
En effet, les contraintes opératoires (notamment les fortes productions de CO2) rendent 
difficile la stabilité du pilote et nous n’avons pas pu tenir de régime permanent suffisamment 
longtemps pour montrer un effet notable sur la viabilité cellulaire du temps de séjour cumulé 
de la biomasse dans le premier étage. Ces expériences devront donc être renouvelées avec des 
conditions opératoires conduisant à des productivités plus faibles, notamment en éthanol et en 
CO2, permettant une meilleure stabilité et fonctionnement du procédé. Néanmoins, pour 
l’ensemble des autres expériences, réalisées dans des conditions opératoires diverses, les 
résultats peuvent être analysés et comparés (tableau V. 2).  
 
Tableau V. 2. Résultats des expériences réalisées dans le bioréacteur biétagé à recyclage cellulaire. 
Concentrations donnés en g/L au cours des régimes permanents stabilisés et comparées aux résultats de 
simulation. Cas de cultures de Saccharomyces cerevisiae CBS8066 sur milieu minéral complet à 30°C et pH 
régulé à 4. Réacteur 1 (R1) : 4 L de volume, sans limitation d’oxygène. Réacteur 2 (R2) : 10,5 L (expériences 
(a), (b), (c), (d)), 8 L (expérience (e)), 9 L (expériences (f) et (g)) de volume, en microaération. Xtot : biomasse 
totale ; Xv : biomasse viable ; Viab : Viabilité (%) ; S : Glucose ; P : éthanol ; G : Glycérol ; Succ : acide 
succinique ; A : acide acétique 
Réacteur 
(Expérience) Xtot Xv Viab S P G Succ A 
R1  (a) 23,8 17 68 75,5 23,4 3,6 0,3 0,3 
Ecart-type 1,7 2,4 1 7,5 0,7 0,5 0,01 0,08 
simulation 20 13,7 68,5 68,1 31,6 1,7   
R2  (a) 62,2 41 65 0,6 54,9 4,8 0,6 0,4 
Ecart-type 4,1 8,7 7 0,1 3 0,8 0,2 0,1 
simulation 51,3 33,8 65,8 0,6 61,4 3,4   
R1  (b) 33,2 18 47 87,5 38,4 5,3 0,5 0,7 
Ecart-type 3,1 4,5 6 15,7 3 0,7 0,09 0,1 
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simulation 58,6 22 37,5 80 59,5 1,9   
R2  (b) 64,3 29,3 41 2,5 70,3 6,7 0,7 1,05 
Ecart-type 5,1 3,3 4 1,8 2,5 0,1 0,04 0,08 
simulation 130,4 46,7 35,8 1 100 2,5   
R1  (c) 34,5 22,1 64 56,2 33,2 3,6 0,3 0,6 
Ecart-type 3,3 4,2 9 4,8 3,1 0,1 0,04 0,1 
simulation 20 13,7 68,5 68,1 31,6 1,7   
R2   (c) 83,9 50,9 64 0,1 54,6 4,3 0,7 0,8 
Ecart-type 13,5 11,5 10 0,02 1,1 0,3 0,1 0,2 
simulation 51,3 33,8 65,8 0,6 61,4 3,4   
R1  (e) 58,6 28,1 52 52,3 23,4 1,8 0,34 0,36 
Ecart-type 14,1 5,4 21 6,2 3,2 0,35 0,16 0,15 
simulation 105 45 42,9 80 45 0,7   
R2   (e) 133 62 51 0,05 43,8 2,6 0,54 0,78 
Ecart-type 37,3 9,5 21 0,19 2,7 0,6 0,25 0,21 
simulation 250 100 40 0,8 71,8 0,7   
R1  (f) 22,4 15,7 51,3 60,9 22,7 1,4 0,3 1,1 
Ecart-type 3,3 0,9 7,2 7 4 0,1 0,1 0,3 
simulation 63 22 34,9 82 43 1,3   
R2  (f) 59,1 40,4 52,7 2,1 45,2 1,9 0,5 1,9 
Ecart-type 11,6 3,6 5,1 1,8 1,3 0,3 0,1 0,3 
simulation 160 53 33,1 0,4 76 1,8   
R1  (g) 61 34,8 50,7 85,4 29,4 3 0,4 1,4 
Ecart-type 4,3 3,9 7,6 5,4 3,8 0,4 0,1 0,4 
simulation 80 28,5 35,6 93 44,5 0,8   
R2  (g) 153,7 83,3 49,1 2,2 61 4,3 0,6 2,2 
Ecart-type 11,1 5,1 5,9 1,8 3 0,4 0,2 0,5 
simulation 190 67 35,3 0,8 78 1,3   
* alimentation du substrat dans le deuxième étage 
  
 Les concentrations synthétisées dans le tableau V. 2 ont été obtenues lors des 
différents régimes permanents (l’expérience (d) n’est pas incluse puisque l’état stationnaire 
n’a jamais été atteint).  
Chapitre V. Résultats expérimentaux du Bioréacteur Biétagé à récyclage cellulaire 
 - 150 -   
 Les expériences ont permis l’obtention de concentrations en éthanol variant entre 22,4 
et 38,4 g/L dans le premier réacteur et de 43,8 à 70,3 g/L dans le deuxième étage de 
l’installation. Les concentrations en biomasse totale et viable varient, elles, de 22,4 à 61 g/L et 
de 15,7 jusqu’à 34,8 g/L respectivement dans le premier étage, et de 59 à 154 g/L et entre 29 
et 83 g/L pour le deuxième étage.  
 Les concentrations en glycérol sont révélatrices des conditions de mise en œuvre des 
levures Saccharomyces cerevisiae. Ce composé est connu pour être synthétisé afin de rétablir 
l’équilibre redox chez la levure en participant notamment à la régénération du co-facteur 
NADH. Bon nombre de travaux dans la littérature rapportent son rôle de protection lorsque la 
levure est soumise à une condition de stress (Omori et al. 1996 ; Nevoigt et Stahl, 1997 ; 
Wang et al. 2001 ; Bakker et al. 2001 ; Taherzadeh et al. 2002 ; Aldiguier et al. 2004 ; 
Bideaux&Alfenore et al. 2006 ; Geertman et al. 2006). Il a été montré également que les 
conditions d’aération influencent la production de glycérol : ainsi, en condition d’aérobiose, le 
rendement de production de glycérol est largement inférieur à celui obtenu en anaérobiose 
(Alfenore et al. 2004 ; Bideaux&Alfenore et al. 2006). Il est intéressant ici de remarquer que 
les rendements plus importants en glycérol sont obtenus dans le premier étage du bioréacteur, 
étage où la culture est pourtant menée sans limitation d’oxygène. Il semblerait alors qu’il 
existe des conditions particulières de stress qui ne sont ni liées à l’oxygène, ni liées à la 
concentration en éthanol, mais qui induisent une synthèse privilégiée de glycérol dans ce 
premier étage. Des mesures de pression osmotiques ont donc été réalisées pour essayer de 
dégager des hypothèses afin d’expliquer ce phénomène. 
 En ce qui concerne l’expérience (b), une alimentation supplémentaire en glucose a été 
ajoutée sur le deuxième étage du bioréacteur. Cette alimentation a permis d’obtenir des 
concentrations en biomasse viable de 18 et 29,3 g/L dans le premier et le deuxième réacteur 
respectivement et des concentrations en éthanol de 38,4 et 70 g/L dans chaque étage. La 
concentration résiduelle en glucose dans le deuxième réacteur est égale à 2,5 g/L. La viabilité 
obtenue est assez faible, 41 % pour le deuxième étage et 47 % pour le premier. Si on compare 
les résultats obtenus dans le cas de l’expérience (g) où un apport de glucose similaire a été 
réalisé via le premier étage, on constate qu’une concentration en glucose résiduelle très 
proche est obtenue (environ 2,2 g/L). La comparaison ne peut être menée plus loin, car 
l’expérience (g) a été réalisée avec un taux de purge 1,3 fois inférieur à l’expérience (b) 
favorisant la formation de biomasse au profit de l’éthanol. Néanmoins, les viabilités obtenues 
sont comparables voire même légèrement plus faible dans l’expérience (b) avec une 
alimentation répartie en substrat. De cette manière, on pourrait considérer que la limitation en 
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substrat dans le deuxième étage du bioréacteur n’a pas d’impact sur la viabilité ; soit le niveau 
d’alimentation devrait être maintenu à un niveau plus élevé pour voir un effet sur la viabilité, 
ce qui n’aurait pas vraiment d’intérêt d’un point de vue industriel, où l’épuisement total du 
substrat est un critère déterminant.  
 Des écarts sont toutefois observés entre les résultats expérimentaux et simulés 
(Tableau V. 2). Le modèle de simulation établi par Ben Chaabane (2006) considère que, 
lorsque les cellules provenant du deuxième étage s’adaptent à l’environnement du premier 
réacteur, elles ne s’adaptent pas immédiatement à leur nouvel environnement, en gardant la 
dynamique qu’elles avaient dans l’environnement précédent. Ainsi, l’auteur définit un 
pourcentage de cellules « non adaptées » qui conservent le même comportement cinétique du 
réacteur d’où elles viennent. Ce modèle relie la fraction de cellules « non adaptées » (δ) et le 
ratio des temps de séjour biomasse dans le premier et dans le deuxième étage du bioréacteur 
(TB1/TB2) selon l’expression suivante : 
 
δ = 0,89 exp(-3.1 * (TB1/TB2))                                                      (5.1) 
 
 L’établissement de ce modèle est effectué sur la base de nos résultats expérimentaux. 
La proportion du temps de séjour de la biomasse du premier étage par rapport au deuxième a 
permis de calculer le paramètre (δ, fraction des cellules « non adaptées ») en prenant la 
relation établie précédemment. 
 
Tableau V. 3. Temps du séjour premier étage (TB1), deuxième étage (TB2) et proportion (TB1/TB2), coefficient δ 
(fraction des cellules « non adaptées ») des expériences réalisés avec V1 = 4L et V2 = 10,5 L (expériences (a), 
(b), (c), (d)) ; V2 = 8L (expérience (e)) ; V2 = 9L (expériences (f) et (g)) 
Expérience TB1 (h) TB2 (h) TB1/TB2 Coefficient  δ 
a 0,66 4,09 0,16 0,54 
b 0,73 4,44 0,17 0,53 
c 0,66 4,09 0,16 0,54 
d 1,88 11,93 0,16 0,54 
e 0,44 1,93 0,23 0,44 
f 0,71 4,05 0,18 0,51 
g 0,41 2,20 0,19 0,50 
  
 En reportant ces résultats sur la courbe correspondant à l’équation établie par Ben 
Chaabane (2006), on constate que le modele reste valable pour toutes les expériences réalisées 
et que la notion de cellules « non adaptées » est confirmée (Figure V. 1).    
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Figure V. 1. Evolution du coefficient δ (cellules provenant du deuxième étage « non adaptées » à 
l’environnement du premier réacteur) en fonction du rapport de temps de séjour de la biomasse dans le premier 
étage par rapport au deuxième (TB1/TB2) selon le modèle établi par Ben Chaabane et al. (2006) (ligne continue), 
points expérimentaux obtenus dans ce travail (cercles). 
 
Malgré la prise en compte de cette « non adaptation » des cellules lors de leur 
transferts entre les deux étages du bioréacteur, des écarts sont observés entre résultats 
expérimentaux et simulés; ces écarts sont d’autant plus grands lorsque les concentrations à 
atteindre dans le premier et le deuxième étage sont importantes. Ceci illustre la nécessité de 
prendre en compte le temps d’adaptation des cellules lors des changements de consignes 
opératoires, notamment en intégrant les modèles établis dans la partie précédente pour voir si 
cela améliorera la prédiction et la simulation des résultats macroscopiques. Malheureusement, 
compte-tenu de la lourdeur expérimentale associée à la mise en œuvre des différentes 
expériences « ex-situ » et en BBRC réalisées dans ce travail, l’intégration des modèles n’a pu 
être faite. Cela fera l’objet de futurs travaux à réaliser. 
 Par ailleurs, il est intéressant de noter que la viabilité cellulaire mesurée 
expérimentalement est supérieure à celle calculée lors de la simulation (Tableau V. 2). 
D’autres expériences devront être menées avec une attention particulière sur la mesure de 
l’activité cellulaire (notamment par cytométrie en flux), afin d’apporter de nouveaux éléments 
permettant de mieux décrire le fonctionnement du bioréacteur et de modifier, si besoin, le 
modèle existant pour qu’il puisse prédire au mieux les résultats expérimentaux. 
 Les résultats obtenus pour les rendements (Tableau V. 4) mais également pour les 
vitesses spécifiques calculées par rapport à la biomasse viable (Tableau V. 5) montrent que la 
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croissance est bien favorisée dans le premier étage et que la production d’éthanol est plus 
importante dans le deuxième étage que dans le premier. 
 
Tableau V. 4. Rendements biomasse/glucose (Yx/s), éthanol/glucose (Yp/s), glycérol/glucose, acétate/glucose, 
succinate/ glucose, en conditions opératoires des expériences (a), (b), (c), (e), (f) et (g). 
Réacteur / 
Expérience YX/S YP/S YGlycérol/S YAcétate/S YSuccinate/S 
R1  (a) 0,23±0,06 0,40±0,21 0,27±0,06 0,03±0,01 0,01±0,01 
R2  (a) 0,06±0,03 0,46±0,02 0,04±0,02 0 0,01±0,01 
R1  (b) 0,09±0,03 0,19±0,12 0,37±0,22 0,02±0,01 0,03±0,01 
R2  (b) 0,01±0,01 0,46±0,01 0,05±0,01 0,01±0,0 0,01±0 
R1  (c) 0,08±0,05 0,1±0,02 0,16±0,01 0,003±0,002 0,016±0,003 
R2  (c) 0,016±0,01 0,31±0,05 0,006±0,002 0,003±0,001 0,002±0,001 
R1  (e) 0,17±0,09 0,25±0,06 0,07±0,01 0,009±0,003 0,003±0,007 
R2  (e) 0,04±0,05 0,48±0,04 0,03±0,01 0,011±0,006 0,02±0,007 
R1  (f) 0,09±0,06 0,36±0,08 0,11±0,02 0,01±0,005 0,05±0,03 
R2  (f) 0,08±0,03 0,41±0,02 0,02±0,009 0,007±0,001 0,02±0,01 
R1  (g) 0,11±0,06 0,28±0,08 0,14±0,04 0,01±0,003 0,05±0,03 
R2  (g) 0,02±0,02 0,47±0,06 0,04±0,008 0,007±0,001 0,02±0,01 
 
En terme de vitesses spécifiques déterminées par rapport à la biomasse viable, les 
résultats obtenus sont notés dans les tableaux suivants (Tableaux V. 5). Ces résultats calculés 
pour chaque régime permanent confirment que la majorité de la réaction de croissance a lieu 
dans le premier étage du bioréacteur ainsi qu’une partie de la production d’éthanol et que la 
production de glycérol est plus importante dans le premier étage que dans le second. 
Parallèlement, si on compare les valeurs de rendements aux vitesses spécifiques de 
consommation d’oxygène, il semble que la production de glycérol soit d’autant plus 
importante que la vitesse de consommation d’oxygène, ce qui confirmerait le rôle de la 
production de glycérol dans le maintien de l’équilibre redox. Néanmoins, cette conclusion 
n’est pas générale : si on prend l’exemple des expériences (a) et (b), les vitesses spécifiques 
de consommation d’oxygène sont relativement faibles et quasi-identiques dans les deux étages 
du réacteur, indépendamment des conditions opératoires. Or, étant donné que le premier étage 
fonctionne en aérobiose alors que le second est microaéré, la vitesse spécifique de 
consommation d’oxygène (qCO2v) devraient être plus élevées pour l’expérience (a) dans R1 (et 
similaire à celle obtenue dans l’expérience (c)), et on constate alors une plus forte production 
de glycérol dans l’expérience (a) que dans l’expérience (c). La croissance n’étant pas très 
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différente entre ces deux expériences, la production de glycérol est donc en partie découplée 
de la croissance et peut être due à d’autres stress environnementaux.  
 
Tableau V. 5. Vitesses spécifiques globales calculées par rapport à la biomasse viable, en conditions opératoires 
expériences (a), (b), (c), (e), (f) et (g). 
Réacteur / 
Expérience qSv (g/g/h) µv (h-1) 
vpv 
(g/g/h) 
qGlycérol v 
(g/g/h) 
qAcétate v 
(g/g/h) 
qSuccinate v 
(g/g/h) 
qO2 v 
(g/g/h) 
qCO2 v 
(g/g/h) 
R1  (a) 1,29±0,44 0,28±0,12 0,49±0,39 0,36±0,08 0,04±0,02 0,02±0,02 0,03±0,01 0,51±0,12 
R2  (a) 1,05±0,31 0,05±0,03 0,48±0,13 0,04±0,03 0,01±0,01 0,01±0,01 0,02±0,01 0,55±0,35 
R1  (b) 1,23±0,16 0,13±0,03 0,30±0,09 0,31±0,08 0,03±0,02 0,02±0,01 0,08±0,01 0,45±0,11 
R2  (b) 1,53±0,21 0,00 0,71±0,09 0,08±0,02 0,01±0 0,01±0,00 0,03±0,01 0,96±0,11 
R1  (c) 2,6±0,3 0,21±0,1 0,28±0,07  0,23±0,02 0,04±0,006 0,01±0,009 0,42±0,14 1,52±0,29 
R2  (c) 0,56±0,1 0,03±0,02 0,82±0,1 0,01±0,006 0,005±0,004 0,008±0,002 0,00 0,14±0,03 
R1  (e) 1,79±0,5 0,27±0,15 0,38±0,16 0,12±0,03 0,004±0,010 0,015±0,006 0,17±0,06 0,71±0,16 
R2  (e) 0,76±0,22 0,02±0,03 0,45±0,17 0,02±0,02 0,015±0,008 0,007±0,002 0,016±0,008 0,33±0,10 
R1  (f) 1,38±0,53 0,07±0,01 0,30±0,09 0,13±0,04 0,07±0,05 0,02±0,008 0,05±0,03 0,59±0,27 
R2  (f) 0,99±0,18 0,08±0,02 0,41±0,09 0,02±0,01 0,02±0,01 0,007±0,002 0,03±0,01 0,45±0,08 
R1  (g) 1,43±0,49 0,15±0,09 0,41±0,23 0,19±0,04 0,07±0,05 0,02±0,007 0,03±0,02 0,51±0,22 
R2  (g) 0,99±0,08 0,02±0,02 0,47±0,06 0,03±0,01 0,03±0,02 0,007±0,002 0,01±0,01 0,45±0,04 
 
 Pour les expériences (f) et (g), la diminution du temps de séjour biomasse dans le 
premier réacteur (R1) dans l’expérience (g) entraîne une augmentation de la vitesse spécifique 
de croissance dans R1. La production de glycérol reste importante tout comme celles des 
acides acétique et succinique. Là encore, ces fortes productions de co-produits sont associées 
à de faibles vitesses spécifiques de consommation d’oxygène notamment dans R1. 
 Il semble donc que des constituants et/ou des composés spécifiques du milieu 
induisent des stress particuliers qui perturbent le métabolisme microbien, au-delà de 
l’inhibition par l’éthanol. Ces effets ne se traduisent pas au niveau des vitesses spécifiques de 
croissance ou de production d’éthanol, mais altèrent la viabilité cellulaire et les mécanismes 
respiratoires liés au maintien de l’équilibre redox.  
 En effet, à de faibles concentrations en éthanol, sans limitation en substrat, sachant que 
vitamines et nutriments (sels, oligo-éléments, etc.) sont fournis en continu dans le système, 
comment expliquer que la viabilité cellulaire chute alors que l’inhibition par l’éthanol est 
relativement faible, ou du moins, en dessous des concentrations pour lesquelles la chute de 
viabilité est observée (110 g/L Alfenore et al. 2002, 2004). Par ailleurs, les travaux précédents 
d’Aldiguier (2006) ont montré que les vitesses spécifiques de croissance et de production 
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d’éthanol calculées par rapport à la biomasse réellement active dans le système 
correspondaient bien aux vitesses obtenues en mode discontinu alimenté pour des cultures à 
haute production d’éthanol. D’autres phénomènes viennent donc jouer un rôle sur la tolérance 
et la résistance de la levure Saccharomyces cerevisiae en affectant la viabilité cellulaire. La 
littérature reporte les effets de la pression osmotique (Marechal et Gervais, 1994 ; Marechal et 
al. 1995 ; Korber et al. 1996 ; Bafrncovà et al. 1999 ; Marechal et al. 1999 ; Wood 1999 ; 
Beney et al. 2000 (a, b) ; Beney et al. 2001 ; Hohmann, 2002 ; Mille et al. 2002 ; Mille et al. 
2002 ; Laroche et Gervais, 2003 ; Laroche et al. 2005 ; Silva et al. 2006 ; Wang et al. 2007), 
mais aussi, de la concentration en dioxyde de carbone dissous dans le milieu de culture 
(Kunkee et Ough, 1966 ; Hohmann et Mager 1997 ; Debs-Louka et al. 1999 ; Aguilera et al. 
2005 ; Garcia-Gonzalez et al. 2007), et de l’acide acétique (Imai et Ohno, 1995 ; Pampulha et 
Loureiro-Dias, 2000; Ludovico et al. 2001, 2002 ; Giannattasio et al. 2005 ; Knorre et al. 
2005 ) qui peut provoquer l’apoptose à des concentrations entre 1,2 et 4,8 g/L (Fröhlich et al. 
2001  ; Granot et al. 2003 ; Priault et al. 2003 ; Vallette et al. 2003 ; Gourlay et al. 2006 ; 
Zadrag et al. 2006 ) et induire un phénomène de nécrose au-delà de 7 g/L (Kasemets et al. 
2006). 
       L’analyse des résultats expérimentaux semble indiquer un effet plus complexe du 
milieu de culture et l’hypothèse d’effets négatifs synergiques des composés (éthanol, dioxyde 
de carbone, acide acétique, entre autres…) présents dans le milieu en concentrations variant 
au cours du temps qui affecteraient la physiologie et/ou le métabolisme de la cellule et 
contribueraient à la diminution de la viabilité et l’augmentation du décès cellulaire. 
Dans le temps imparti, il n’était pas possible d’envisager une étude systématique de 
tous les composés du milieu (acides organiques, sels présents, métabolites et co-métabolites), 
nous avons donc choisi une approche globale de l’évolution dynamique du milieu par la 
mesure de la pression osmotique. 
  
V. 3. Résultats expérimentaux BBRC : Pression osmotique 
 
 Sur la base des résultats précédents, la perte de la viabilité ne semble pas être liée 
seulement à une limitation en substrat et les concentrations en éthanol obtenues dans ces 
expériences ne peuvent en aucun cas expliquer ce phénomène. En effet, les concentrations en 
éthanol obtenues dans les expériences réalisées au BBRC ne sont pas suffisamment élevées 
(inférieures à 80 g/L) pour induire la diminution de la viabilité cellulaire. Les travaux réalisés 
par Alfenore et al. (2004) ont montré que la souche S.c.CBS8066 était capable de maintenir la 
Chapitre V. Résultats expérimentaux du Bioréacteur Biétagé à récyclage cellulaire 
 - 156 -   
viabilité dans un intervalle entre 90 et 100 % lorsque la concentration en éthanol reste 
inférieure à 100 g/L, au-delà de cette concentration la viabilité commence à diminuer. L’étude 
bibliographique (cf. Chapitre II) a permis de dégager la pression osmotique comme paramètre 
pouvant rendre compte de l’interaction entre les composés d’un milieu de culture et la cellule 
en affectant son comportement physiologique et sa morphologie en réponse aux fluctuations 
des valeurs de pression osmotique. Celle-ci étant difficile à mesurer, nous avons décidé de 
suivre au cours de différentes expériences, l’évolution de la pression osmotique pour rendre 
compte des changements de composition du milieu extracellulaire et voir si un lien avec la 
perte de viabilité observée pouvait être mis en évidence. 
 La mesure de la pression osmotique dans les surnageants de culture est réalisée avec 
un osmomètre (cf. Chapitre III) ; cette pression osmotique est appelée pression osmotique « 
mesurée ». Ainsi, la pression osmotique « calculée » est déterminé en utilisant diverses lois 
trouvées dans la littérature (Van’t Hoff, Gibbs, …) afin de calculer la pression osmotique sur 
la base des concentrations en composés majoritaires déterminées par analyses HPLC sur les 
surnageants afin de comparer valeurs mesurées et calculées, en essayant de situer nos résultats 
par rapport aux données reportés dans la bibliographie.  
 Dans un premier temps, un étalonnage est réalisé en utilisant des solutions étalons de 
glucose, éthanol, acide acétique et glycérol pour comparer valeurs calculées et mesurées : 
trois pressions osmotiques différentes sont ainsi identifies : mesurées (à l’aide de 
l’osmomètre), calculées (avec l’équation de Van’t Hoff) et celles trouvées dans la 
bibliographie (correspondant à une concentration donné en Millimoles/L). La figure suivante 
(Figure V. 2) présente les résultats obtenus : en ce qui concerne la glucose et l’éthanol, la loi 
de Van’t Hoff s’applique rigoureusement dans une gamme de concentration de 0 à 90 g/L 
pour le glucose et de 0 à 70 g/L pour l’éthanol (ce qui correspond au domaine expérimental 
étudié). Par contre, concernant le glycérol et l’acide acétique, les pressions osmotiques des 
composés ne suivent pas la loi de Van’t Hoff, à partir de 1,8 g/L. 
 Etant donnée la complexité de notre milieu de culture et son évolution dynamique au 
cours du temps, il n’est pas possible de déterminer précisément la pression osmotique avec 
l’équation de Van’t Hoff puisqu’il n’est pas possible connaître la concentration de chaque 
composé.  
  Les travaux reportés dans la bibliographie, déterminent d’abord la gamme de pressions 
osmotiques dans laquelle ils souhaitent mener leurs recherches et calculent ensuite la 
concentration d’un composé à ajouter dans le milieu de culture, en général ce composé est 
inerte vis-à-vis du microorganisme. Dans notre étude, la complexité réside dans l’évolution 
Chapitre V. Résultats expérimentaux du Bioréacteur Biétagé à récyclage cellulaire 
 - 157 -   
dynamique des composés, les réactions d’interaction entre les molécules peuvent changer en 
fonction de éléments présents dans le milieu. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure V. 2. Corrélation de la pression osmotique mesurée, calculée (équation de Van’t Hof) et celle trouvée 
dans la bibliographie par rapport à la concentration (milliosmoles/L) des solutions étalon de glucose, éthanol, 
acétate et glycérol.  
   
 Nous avons donc choisi comme paramètre la pression osmotique mesurée déterminée 
à l’aide d’un osmomètre dont le principe est basé sur le point de congélation après dilution de 
l’échantillon (sachant que nous sommes conscients des limites induites par cette 
extrapolation). Par ailleurs, les pressions osmotiques ont également été calculées à l’aide de 
l’équation établie par Vinet (2003) où la concentration de chaque élément présent dans la 
solution est considérée. Notre calcul reste approximatif car certains éléments pris en compte 
sont en très faibles concentrations dans le milieu (inférieur à 0,1 g/L). 
 Ainsi pour chaque expérience en BBRC, et au cours du temps, la pression osmotique 
est mesurée et calculée, puis une corrélation est établie entre ces deux variables pour 
déterminer ce qui ressemblerait à un coefficient d’activité global de la solution (γ). Ce 
coefficient d’activité sensé intégrer notamment l’impact des interactions moléculaires dans la 
solution. A titre d’exemple, la figure V. 3 montre la corrélation obtenue au cours de 
l’expérience (c) dans chacun des réacteurs pour la pression osmotique mesurée et calculée. 
 Les coefficients d’activité (γ) ont été déterminés pour chaque expérience et dans 
chaque étage du bioréacteur avec l’aide du solveur en minimisant la somme de la différence 
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des écarts quadratiques entre pressions osmotiques mesurée et calculée. Les valeurs obtenues 
sont présentées dans le tableau V. 6. 
  
 
 
 
 
 
 
Figure V. 3. Corrélation entre la pression osmotique mesurée (abscisses) et la pression osmotique calculée 
(ordonnées) en mOsmol/KgEau au cours de l’expérience (c). 
 
Tableau V. 6. Coefficient d'activité (γ) déterminé en fonction de la pression osmotique calculé et mesuré pour 
chaque  réacteur et chaque expérience réalisée dans le BBRC. 
Réacteur γ exp. (a) γ exp. (b) γ exp. (c) γ exp. (d) γ exp. (e) γ exp. (f) γ exp. (g) 
R1 1,18 1,30 1,44 1,38 1,31 1,24 1,14 
R2 1,03 1,19 1,50 1,48 1,33 1,34 1,24 
   
 Les valeurs des coefficients d’activité sont systématiquement supérieur à 1 ce qui tend 
à montrer que le milieu n’est pas infiniment dilué et donc non semblable à un milieu idéal. La 
valeur des coefficients d’activité globaux déterminés varie en fonction des expériences 
réalisées et est donc en fonction des conditions opératoires imposées sur le système et des 
résultats obtenus pour chacune des expériences.  
 Sur les expériences (a) et (b) le coefficient d’activité est plus élevé sur le premier étage 
que sur le second, ceci pourrait se traduire par un excès de milieu salin apporté dans le 
premier étage par rapport aux besoins réels des microorganismes au cours des cultures. Pour 
les expériences (c) et (d), le même débit de milieu salin a été appliqué (0,39 L/h), les 
coefficients d’activité obtenus sont plus importants sur R1 que ceux obtenus pour les 
expériences (a) et (b) par contre, dans ce cas, ces valeurs sont inférieures à celles obtenues sur 
le deuxième étage (contrairement à ce qui a été observé sur les expériences (a) et (b)) : ceci ne 
peut pas être expliqué par la différence de composition de la phase liquide en régime 
permanent, sels mis à part, puisque les expériences (a) et (c) sont relativement similaires. Par 
contre, les vitesses spécifiques de production de CO2 sont relativement différentes entre 
expérience (a) et (c) : 0,51 ± 0,12 g/g/h pour le réacteur R1 dans l’expérience (a) et 1,52 ± 
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0,29 g/g/h pour le réacteur R1 dans l’expérience (c). Bien que le pH ait été régulé à 4, il existe 
tout de même une quantité de carbonates dissous qui pourrait venir intervenir de manière 
prépondérante sur le milieu. Des analyses complémentaires devront donc être réalisées pour 
essayer de quantifier la part réelle de carbonates et leur concentration, ainsi que leur rôle sur 
la pression osmotique et plus directement sur les cellules. 
 Pour les expériences (f) et (g), le débit de milieu salin a été diminué, on constate des 
valeurs élevées du coefficient d’activité dans le premier étage mais qui diminue d’une 
expérience a l’autre. Dans ces expériences, les variables macroscopiques en régime permanent 
sont très peu différentes hormis l’accumulation de glucose qui augmente d’une expérience à 
l’autre mais argumenterait alors d’une augmentation de la pression osmotique. Par contre, les 
vitesses spécifiques de production de CO2 sont très différentes et diminuent dans le même 
sens que les coefficients d’activité. Ceci indique que le CO2 dissous pourrait avoir un rôle 
important sur l’évolution de la pression osmotique. 
 La détermination des coefficients d’activité a été faite de manière globale pour essayer 
de dégager des hypothèses. Afin d’évaluer si la composition du milieu joue un rôle dans la 
perte de viabilité, au-delà de la présence et du rôle connu de l’éthanol, la pression osmotique a 
été mesurée au cours des cultures et corrélée à la viabilité mesurée par comptage après 
coloration au bleu de méthylène. La figure V.4 (expériences (a) et (b)) montre l’évolution de 
la viabilité cellulaire et de la pression osmotique mesurée tout au long des cultures. Pendant 
toute la durée de l’expérience (a), les cellules venant d’une culture « batch » préalable se 
maintiennent à une viabilité de 70% environ alors que la pression osmotique dans le milieu est 
de l’ordre de 1200 à 1500 mOsm/ kgEau dans les réacteurs R1 et R2 respectivement.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure V. 4. Evolution de la viabilité cellulaire et de la pression osmotique (mOsmol/KgEau) en fonction du 
temps, au cours des expériences (a) et (b). 
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 Lors du changement de consigne pour atteindre les régimes permanents de 
l’expérience (b), la pression osmotique augmente dans le milieu et dans le même temps, la 
viabilité chute alors que la pression osmotique se maintient à une valeur de l’ordre 1700 
mOsm/kgEau et 2000 mOsm/kgEau dans R1 et R2. 
En comparant l’évolution de la pression osmotique avec la concentration en cellules 
mortes (figure V. 5), on peut considérer que le décès cellulaire est affecté directement par la 
pression osmotique du milieu, ici pour une valeur de l’ordre de 1400 mOsm/kgEau. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure V. 5. Evolution de la viabilité cellulaire et de la concentration en cellules mortes par millilitre en fonction 
de la pression osmotique (mOsmol/KgEau), au cours des expériences (a) et (b). 
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globale, elle ne permet en aucun cas identifier quel(s) est(sont) le(s) composé(s) 
majoritairement responsable(s) de la perte de viabilité ou si il s’agit d’un effet synergique des 
composés entre eux. Ces premiers résultats tendent à illustrer le rôle potentiel du CO2 et de 
ses formes dissoutes ; en effet, jamais d’aussi fortes rétentions gazeuses dans le liquide n’ont 
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été obtenues en fed-batch, il existe donc du fait de la configuration du pilote, des zones où les 
pressions partielles locales en CO2 doivent être très importantes, conduisant à des stress 
irréversibles sur la cellule. Une étude de Détermination des Temps de Séjour (DTS) solide, 
gazeuse et liquide est actuellement en cours pour essayer d’apporter des éléments de 
compréhension. Par ailleurs, il s’avèrera important de quantifier le CO2 dissous, lors des 
expériences et de comparer en dynamique l’évolution des vitesses de production de CO2, 
viabilité ou mortalité et pression osmotique sur l’ensemble des expériences réalisées. Les 
modèles établis dans la partie précédente devraient également contribuer à intégrer cette perte 
d’activité dans le modèle de simulation de ce BBRC, néanmoins, il convient d’identifier 
quel(s) facteur(s) est(sont) responsables du décès cellulaire.  
 
 
 
 
V.4. Conclusion 
 
Des cultures mises en œuvre en mode continu dans le bioréacteur biétagé à recyclage 
cellulaire de la levure Saccharomyces cerevisiae CBS8066 en condition de concentration en 
biomasse croissante de 22,4 g/L à 153,7 g/L ont été réalisées dans un environnement 
parfaitement contrôlé sur milieu minéral complet à température (30°C) et pH (4) régulés.  
Afin de limiter les phénomènes d’inhibition causés par le stress éthanolique, la 
concentration en éthanol a été maintenue inférieure à 80 g/L évitant ainsi que ces phénomènes 
interfèrent avec les réponses microbiennes recherchées. Chaque régime permanent a été 
maintenu minimum deux fois le temps du séjour hydraulique, sauf l’expérience (d) où le 
régime permanent n’a pu être atteint. Les paramètres cinétiques globaux (vitesses spécifiques 
et rendements) ont été déterminés après vérification de la qualité des données expérimentales. 
La pression osmotique a été mesurée et calculée au cours des cultures ce qui a permis la 
détermination de coefficients globaux d’activité, permettant notamment de suggérer le rôle de 
l’alimentation saline ou de la quantité de carbonates dans le milieu de culture. 
 
Dans la recherche de données expérimentales qui permettraient de comprendre ce qui 
induit la chute de la viabilité cellulaire lors du passage en mode continu dans le bioréacteur, il 
semble que le stress éthanol ne soit pas le seul facteur qui affecte la viabilité mais que la 
composition du milieu de culture tel qu’il est défini pour la conduite du BBRC induisent des 
conditions spécifiques limitant les performances de la cellule. Par rapport aux travaux 
réalisés, nous avons montré que le changement d’environnement de la cellule, surtout d’un 
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milieu non favorable vers un milieu plus permissif, nécessitait un temps d’adaptation 
dépendant des conditions opératoires préalables et nouvelles. La première hypothèse établie 
sur la reprise de la viabilité cellulaire lorsque le temps du séjour cumulé de la biomasse sur le 
premier étage atteint des valeurs supérieures à 17 heures n’a pas pu être validé car les régimes 
permanents n’ont pas pu être maintenus suffisamment longtemps (92 h minimum) pour en 
faire la démonstration. Par ailleurs, la relation entre le ratio des temps de séjour de la 
biomasse dans le premier et le deuxième réacteur (TB1/TB2), modèle établi par Ben Chaabane 
(2006), traduit bien qu’il existe une fraction de la population qui ne s’adapte pas 
immédiatement à son nouvel environnement. Les modèles établis dans la partie précédente 
(Chapitre IV) devront donc être intégrés au modèle de simulation pour affiner les prédictions 
et simulations. 
A partir des expériences menées dans le bioréacteur, la pression osmotique est définie 
comme un paramètre qui peut jouer un rôle dans la gestion de la viabilité cellulaire. Ces 
résultats devront être confirmés et affinés par des expériences supplémentaires et une analyse 
plus ciblée des expériences déjà réalisées, notamment en focalisant sur le CO2. 
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VI.  Conclusions et Perspectives 
 Les travaux décrits dans ce document s’inscrivent dans l’étude de l’intensification des 
productions microbiennes (la production d’éthanol dans notre étude) par la gestion de 
l’activité cellulaire. Ces travaux visaient à apporter des éléments quantitatifs pour aider à la 
conduite et à la maîtrise  d’un bioprocédé innovant développé au sein de l’Equipe de Génie 
Microbiologie du Laboratoire d’Ingénierie de Systèmes Biologiques et des Procédés 
(LISBP) : le bioréacteur biétage avec recyclage cellulaire (BBRC). 
 L’ensemble de ce travail contribue à la compréhension des phénomènes relatifs à 
l’adaptation de la levure Saccharomyces cerevisiae lorsqu’elle change d’environnement, en 
ciblant la quantification du comportement de la levure en fonction de son état physiologique 
et sa réponse dynamique lorsqu’elle est soumise à des changements d’environnement 
caractérisés par différents concentrations en éthanol (plus ou moins permissives vis-à-vis du 
métabolisme microbien).  
 L’analyse bibliographique a mis en évidence que des changements dans 
l’environnement d’une population cellulaire provoquent une condition de stress vis à vis 
duquel la cellule met en place des modes de réponses adaptés à la nature, l'intensité et la durée 
du stress. L’éthanol exogène chez la levure agit comme un facteur de stress limitant 
l’obtention de hautes performances, en termes de croissance, de maintien de l’activité, de 
l’optimisation des rendements de production d’éthanol et de la productivité, … Ainsi de 
l’analyse bibliographique décrit dans le Chapitre II, il ressort que : 
a) très peu de travaux portent sur l’étude de l’influence des états physiologiques du 
microorganisme sur la  réponse dynamique de la levure S. cerevisiae à un stress éthanol  
b) différents types de stress avec des effets synergiques sont induits à cause de l’accumulation 
dans le milieu de culture des co-produits (dioxyde du carbone, acide acétique, glycérol, …) ce 
qui influence le métabolisme de la levure, sa morphologie, son comportement cinétique, sa 
viabilité… selon des mécanismes complexes qu‘il reste encore à élucider 
c) Plusieurs auteurs s’accordent sur la pertinence de la pression osmotique comme paramètre 
intégrant l’ensemble des facteurs de stress liés aux concentrations extracellulaires des 
métabolites dans l’environnement. Les réponses de la levure à une augmentation de la 
pression osmotique ont été reportées dans la littérature en citant la perte d’eau intracellulaire, 
la diminution du volume de la cellule, l’activation d’un système d’osmorégulation : activation 
de voies métaboliques pour la biosynthèse de solutés tels que le glycérol ou la tréhalose, suivi 
d’une modification de la perméabilité de la membrane cellulaire…Cependant la non idéalité 
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des milieux complexes de culture et l’évolution de leur composition en fonction de la 
réactivité microbienne, limitent les domaines de validité des modèles existant et l’exploitation 
des mesures expérimentales. 
 Ce travail a permis de caractériser et de modéliser les réponses dynamiques de la 
levure Saccharomyces cerevisiae lorsqu’elle change d’environnements comme c’est le cas 
dans le bioréacteur biétagé à recyclage cellulaire. Ces résultats intègrent à la fois l’état 
physiologique initial du microorganisme, caractérisé par la composition du milieu où il se 
trouve avant son changement de conditions et la viabilité cellulaire moyenne de la population 
levurienne. 
 La capacité d’adaptation du microorganisme sera principalement dirigée par l’état 
physiologique initial du microorganisme en termes de : la quantité d’éthanol produit dans le 
milieu de provenance ; la viabilité initiale lorsque le microorganisme est transféré vers un 
nouvel environnement ; les concentrations en éthanol dans chaque étage du bioréacteur en 
définissant les environnements de passage, soit R1 vers R2, soit R2 vers R1 ou soit R2 vers 
R2 ; tous ces parametres dirigeront la capacité de reprise ou la maintenance de la viabilité.  
 Des modèles phénoménologiques décrivant la variation des vitesses spécifiques de 
croissance et de production de la levure S. cerevisiae lorsqu’elle passe d’un environnement 
contenant une certaine concentration en éthanol à un autre ont été obtenus. Ils intègrent la 
biomasse viable, une constante d’inhibition Ki et une fonction dite d’activité A. Ces 
paramètres permettent de rendre compte à la fois de la tolérance intrinsèque des cellules à 
l’instant (t) et de l’inhibition subite ou induite par l’environnement. Les résultats du Chapitre 
IV montrent que la levure ne s’adapte pas immédiatement au nouvel environnement, dans 
tous les cas une période d’adaptation est nécessaire ; lorsque les conditions dans le nouvel 
environnement sont plus adverses, la durée de la phase d’adaptation sera plus longue, par 
contre si les conditions du nouvel environnement sont favorables, le microorganisme prendra 
moins de temps à s’adapter. Ces temps ont permis de définir les conditions opératoires et 
d’environnement pour une mise en œuvre en BBRC pouvant conduire à des performances 
supérieures en terme de productivité et/ou production d’alcool, et/ou gestion de la viabilité 
cellulaire. En conclusion, l’adaptation de la levure dépend autant  des conditions 
physiologiques initiales des conditions environnementales du milieu réactionnel.  
  Dans la recherche de données expérimentales qui permettraient de comprendre ce qui 
induit la chute de la viabilité cellulaire lors du passage en mode continu dans le bioréacteur, il 
semble que le stress éthanol ne soit pas le seul facteur qui affecte la viabilité mais que la 
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composition du milieu de culture tel qu’il est définit pour la conduite du BBRC induisent des 
conditions spécifiques limitant les performances de la cellule.  
A partir des expériences menées dans le bioréacteur, la pression osmotique est définie 
comme un paramètre qui peut jouer un rôle dans la gestion de la viabilité cellulaire. Ces 
résultats devront être confirmés et affinés par des expériences supplémentaires et une analyse 
plus ciblée des expériences déjà réalisées, notamment en focalisant sur l’impacte du dioxyde d 
carbone. 
 Les résultats issus des expériences menés au BBRC  montrent l’existence d’une 
pression osmotique critique ; lorsque la pression osmotique dans le milieu de culture est 
supérieure à 1400 mOsmol/KgEau la viabilité cellulaire diminue continuellement. Afin 
d’approfondir nos résultats, il serait intéressant de déterminer de manière isolé si la 
diminution de la viabilité est seulement due à une pression osmotique critique ou il existe un 
effet de stress cumulé synergique (éthanol, acide acétique, dioxyde de carbone, …) qui 
influence négativement le comportement du microorganisme… Ainsi la détermination de 
l’activité de l’eau pourrait donner d’autres donnés sur l’impact de l’évolution du milieu de 
culture sur le comportement de la levure. 
 Le modèle proposé par Ben Chaabane (2006) sur la fraction de cellules « non 
adaptées » lorsqu’elles changent d’environnement, en fonction du ratio des temps de séjour 
biomasse dans le premier et le deuxième étage (TB1/TB2) est valable pour les expériences 
réalisées au BBRC. Ce paramètre (TB1/TB2) est un facteur à prendre en compte pour la mise en 
œuvre du procédé puisque l’augmentation de (TB1/TB2) augmente la viabilité cellulaire; il 
faudrait à l’aide de la modelisation, déterminer le ratio optimal du temps de séjour de la 
biomasse dans chaque étage afin de mieux gérer  la boucle de récirculation et ainsi augmenter 
et/ou maintenir la viabilité cellulaire. 
 Il serait interessante d’identifier et quantifier l’hétérogénéité de la population 
levurienne (soit par cytométrie en flux ou par gradient de densité). Ainsi la détermination de 
l’âge et la position dans leur cycle de vie des cellules pourrait donner des pistes sur son 
comportement et valider si l’âge d’une population levurienne peut rendre le microorganisme 
plus tolérant face au stress causé par des fortes concentrations en éthanol ; selon Giannattasio 
(2005) les cellules âgées ont une réserve plus importante en  macromolécules protectrices face 
au stress (tréhalose, glycogène,…) ; Samokhvalov et al. 2004 reportent que les gènes 
impliqués dans la réponse cellulaire au stress éthanolique sont également impliqués dans la 
régulation du cycle de vie des levures. 
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 En plus en considérant la caractérisation de la biomasse, il serait intéressant d’évaluer 
s’il existe un ou des changements macromoléculaires (lipides, protéines et glucides 
principaux) lors des expériences menées au BBRC afin de quantifier l’impact du changement 
d’environnement sur la composition du microorganisme.  Ainsi la caractérisation de la 
modification de la membrane cellulaire pourrait aider à identifier les composants 
extracellulaires qui pourraient rendre la cellule plus tolérante vis-à-vis de l’environnement 
stressant. 
 Il serait intéressant de réaliser une étude des flux métaboliques au niveau de chaque 
expérience réalisée « ex-situ » afin d’avoir une vision plus claire des voies inhibées et/ou 
activées lorsqu’un stress survient (en terme de concentration en éthanol exogène). Cette étude 
pourrait permettre la caractérisation des flux métaboliques afin de déterminer les voies 
preferentielles et les possibles relations entre les métabolites intracellulaires et 
extracellulaires. 
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Nomenclature 
BBRC  Bioréacteur biétagé avec recyclage cellulaire 
CBilan  Bilan carbone (Cmol/L/h) 
RBilan  Bilan redox (Cmol/L/h) 
X  Concentration en biomasse totale (g/L) 
Xv  Concentration en biomasse viable (g/L) 
jiY /   Rendement de i  produit par j  consommé (g/g) 
ind
SPY /   Rendement industriel en éthanol (g/g) 
mSXY ,/  Rendement maximal de biomasse produite par substrat consommé (g/g) 
Ki                    Constante d’inhibition 
A                     Facteur d’activité 
T   Température (K) 
BT  Temps de séjour de la biomasse (h) 
LT  Temps de séjour hydraulique (h) 
dCO2   Concentration en CO2 dissous 
D   Taux de dilution (h-1) 
dtd •   Opérateur dérivé 
BD   Taux de dilution de la biomasse (h-1) 
LD   Taux de dilution hydraulique (h-1) 
iK   Constante d’inhibition  
A  facteur activité (g/L) 
P   Concentration en éthanol extracellulaire (g/L) 
cP   Concentration critique en éthanol (g/L) 
rP   Productivité en éthanol (g/L/h) 
ind
rP   Productivité industrielle en éthanol (g/L/h) 
fQ   Débit global d’alimentation (L/h) 
geQ   Débit d’air (L/h) en entrée du réacteur h (h=1 ou 2) 
gsQ   Débit d’air (L/h) en sortie du réacteur h (h=1 ou 2) 
mQ   Débit d’alimentation en milieu salin (L/h) 
pQ   Débit de perméat (L/h) 
pgQ   Débit de purge (L/h) 
sQ   Débit d’alimentation en glucose (L/h) 
vQ   Débit d’alimentation en vitamines (L/h) 
wQ   Débit d’alimentation en eau (L/h) 
12Q   Débit de recyclage du premier étage au second étage (L/h) 
21Q   Débit de recyclage du second étage au premier étage (L/h) 
consQ   Débit de consigne d’alimentation en glucose (L/h) 
net
kq
 
 Vitesse spécifique nette de conversion du composé k (g/g/h). 
max2Oq
 Vitesse spécifique maximale de consommation d’oxygène  (g/g/h) 
2Oq
 Vitesse spécifique de consommation d’oxygène  (g/g/h) 
Nomenclature 
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Sq  Vitesse spécifique de consommation de glucose  (g/g/h) 
maxSq  Vitesse spécifique maximale de consommation de glucose  (g/g/h) 
R   Constante des gaz parfaits (égale à 8,314 J/K/mol) 
r   Vecteur colonne des vitesses réactionnelles 
calr   Vecteur colonne des vitesses calculées 
ir   Vitesse de la réaction i  (avec i =1,2,3…) 
kr  Vitesse de consommation (production) du substrat (produit) k (g/l/h)  
vkr  Vitesse de consommation (production) du substrat (produit) k par la biomasse 
viable (g/l/h) dans le réacteur 
es
kr  Estimation de la vitesse de consommation ou production du substrat  ou 
produit k  (g/l/h) 
0S   Concentration en glucose dans l’alimentation (g/L) 
BV   Volume de la phase biomasse dans le réacteur 
GV
  Volume de gaz dans le réacteur 
V
  
Volume (l) du réacteur 
LV
  Volume liquide dans le réacteur 
eCO2%
 Pourcentage de CO2 dans l’air à l’entrée du réacteur 
mCO2%
 Pourcentage mesuré de CO2 en sortie du réacteur i avant calcul correctif 
sCO2%
 Pourcentage de CO2 dans les gaz en sortie du réacteur 
eN2%  
 Pourcentage de N2 dans l’air à l’entrée du réacteur 
mN2%  
 Pourcentage mesuré de N2 en sortie du réacteur i avant calcul correctif 
sN2%  
 Pourcentage de N2 dans les gaz en sortie du réacteur 
eO2%  
 Pourcentage de O2 dans l’air à l’entrée du réacteur 
sO2%  
 Pourcentage de O2 dans les gaz en sortie du réacteur 
mO2%  
 Pourcentage mesuré de O2 en sortie du réacteur avant calcul correctif 
2COM   Masse molaire du dioxyde de carbone (44 g/Cmol) 
CM   Masse molaire du carbone (12 g/mol) 
GM   Masse molaire du glycérol (30,67 g/Cmol) 
2OM   Masse molaire du dioxygène (32 g/Cmol) 
PM   Masse molaire de l’éthanol (23 g/Cmol) 
SM   Masse molaire du glucose (30 g/Cmol) 
SucM   Masse molaire du succinate (29,5 g/Cmol) 
XM   Masse molaire moyenne de la biomasse (26,3 g/Cmol) 
 
 
Lettres grecques : 
 
µ   Vitesse spécifique de croissance (h-1) 
maxµ   Vitesse spécifique maximale de croissance (h-1) 
vp
 
 Vitesse spécifique de production d’éthanol (g/g/h) 
Nomenclature 
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vpmax  Vitesse spécifique maximale de production d’éthanol (g/g/h) 
aα   Rapport Argon/Azote dans l’air (0,011967) 
bα   Rapport des coefficients de réponse entre O2 et Argon (0,93972) 
γ   Coefficient d’activité osmotique 
δ   Proportion des microorganismes provenant du 1er étage du réacteur qui ont 
gardé la cinétique du 2è étage 
Acλ   Degré de réduction de l’acétate (4,0) 
Gλ   Degré de réduction du glycérol (4,67) 
2Oλ   Degré de réduction de l’oxygène (-4,0) 
Pλ   Degré de réduction de l’éthanol (6,0)  
Sλ   Degré de réduction du glucose (4,0) 
Sucλ   Degré de réduction du succinate (3,5) 
Xλ   Degré de réduction de la biomasse (4,2) 
 
 
Indices et sous indices : 
 
1•   Premier étage du réacteur 
2•   Deuxième étage du réacteur 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
